T. 86 MARS 1954 N° 3 


ANNALES 


DE 


L'INSTITUT PASTEUR 


JACQUES GENEVRAY 


(1891-1953) 


Le Médecin général Jacques Genevray est mort a Dijon le 
28 octobre 1953. 

Son nom, sa personnalité, sa carri¢re étaient inséparables des 
Instituls Pasteur d’Indochine auxqueis il donna vingt années de 
sa vie de travail. 

Jacques Genevray avait débarqué a Saigon pour la premiére 
fois en mai 1918 apres avoir servi comme médecin de bataillon 
aux armées, pendant prés de quatre ans, et mérité d’étre cilé 
a Vordre, a trois reprises. 

Mais c’est 4 peine s’il eut le temps de se reconnaitre et, dés 
le mois de juillet de la méme année, il était désigné pour rejoindre 
les quelques éléments francais qui, en Sibérie, vécurent les pre- 
miers €pisodes de la révolution russe dans ses flux et reflux 
successils. 

De retour en France, c’est en 1921 que s’affirma la vocation 
de Jacques Genevray. En stage a |’Institut Pasteur, il y fut 
remarqué par R. Legroux qui dirigeait le Cours de Microbiologie 
et c’est assez dire les qualités que manifestait déja Véleve, qui 
ne tarda pas d’ailleurs a devenir l’ami du Maitre. Prés de 
R. Legroux, Genevray devait trouver dés lors, et pendant toute 
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sa carriere, conseils et soutien quand il était Outre-Mer et 
accueil chaleurcux du laboratoire pendant ses séjours en Métro- 
pole. : . 

Il fit ses premiéres armes en hactériologie et prit ses premieres 
responsabilités A l'Institut Gaston-Bourret, 4 Nouméa, de 1922 
a 1926. ; 

Mais, en 1927, Jacques Genevray fut désigné pour les Instituls 
Pasteur d’Indochine. Il ne devait les quitter qu’en 1947. 

Chef de Laboratoire a l’Institut Pasteur de Hanoi a son arrivée, 
il devint Directeur de cet Institut en 1932 et prit en 1942, dans des 
conditions difficiles mais que son sens politique lui permettait de 
controler, la Direction générale des quatre Etablissements de 
l'Institut Pasteur en Indochine. 

Dans le méme temps, l’armée coloniale reconnaissant les 
services rendus par ]’un des siens a la culture scientifique fran- 
caise, en Indochine, assura 4 Jacques Genevray les promotions 
successives de grade correspondant au travail fourni et aux 
responsabilités encourues. I] était Médecin général le 20 mai 1942. 

Pendant des années, Jacques Genevray assura également, a 
l’Ecole de Médecine puis a la Faculté de Hanoi, les fonctions de 
chargé de Cours de Bactériologie et forma aux disciplines pasteu- 
riennes de trés nombreux étudiants vietnamiens. 

Au cours de sa carriére oulre-mer, J. Genevray eut occasion 
d’étudier la plupart des affections exotiques. La Nouvelle Calé- 
donie J’initia a la lépre, a la filariose, aux spirochétoses ; en 
Indochine, et a une échelle différente, il eut a s’intéresser aux 
grands problémes d’hygiéne et de prophylaxie dont le paludisme, 
la rage, l’épuration des eaux de boisson. Mais deux questions le 
passionnérent qu’il connaissait particuliérement et il se consacra 
surtout a l'étude du choléra, l’affection épidémique par excellence 
de I’Indochine, et a celle de la mélioidose, cette infection relati- 
vement rare et dont la localisation étrange a l’Extréme-Orient n’a 
pas encore recu d’explication satisfaisante. 


Parmi la quarantaine de mémoires et de notes que rédigea 
Jacques Genevray l’on remarqua plus particuliérement ses com- 
munications a la Société de Biologie sur la résistance du vibrion 
cholérique a l’action du sel, la durée de conservation de ce vibrion 
dans les aliments annamites, la dissociation du vibrion cholérique 
sous l’action du chlore, de l’acide phénique... En ce qui concerne 
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la mélioidose, J. Genevray s’attacha surtout avec R. Legroux 
a étude comparative du bacille de Whitmore et du_bacille 
pyocyanique et au probléme de mutation possible de ces deux 
germes, 


* 
x * 


La personnalité de Jaeques Genevray lui atlirait la sympathie 
eénérale. Largement cultivé, il avait une prédilection pour les 
études de synthése et sa philosophie souriante de l’existence lui 
faisait ici encore négliger les détails et explique ses succés de 
Professeur et de Directeur. 

Quand Vheure vint pour lui de Ja retraite, il se retira, sans 
amertume, dans sa Bourgogne natale ot les fonctions de Président 
du Conseil d’Administration de l'Institut d’Hygiéne de Dijon le 
rattachaient encore a la bactériologie. 

Avec le Médecin général Jacques Genevray disparait une belle 
figure de Médecin colonial. Il avait voué son existence a un Pays 
et A un Etablissement, et en les servant avec distinction et dévoue- 
ment, il a bien servi en méme temps son propre Pays, la Science 
et le Corps de Santé colonial. 


LES SYNTHESES CHIMIQUES 
REALISEES PAR LES RAYONS X 
ET PAR D’AUTRES AGENTS PHYSIQUES 
PEROXYDANTS (RAYONS ULTRA-VIOLETS 
ET ULTRA-SONS) 


par J. LOISELEUR (’). 


(Instilul Pasteur. Service de Chimie Physique.) 


Comme il a été montré précédemment [4], la présence de 
l'oxygéne est indispensable 4 l’aclion des rayons X : Voxygene, 
activé par le rayonnement, se fixe sur la molécule irradiée en 
formant, sur cette molécule, un radical peroxyde primaire. A 
partir de ce moment, le sens de l’action des rayons X via dépendre 
essentiellement de la masse de la molécule irradiéc. S$’il s’agit 
d'une molécule a poids moléculaire élevé — un protéide par 
exemple —, le radical peroxyde induit une oxydation progressive 
dans sa propre molécule et entraine la desmolyse de cette molé- 
cule : c’est Paction destructrice bien connue des rayons X et que 
les radiologues ulilisent journellement. Par contre, si le per- 
oxvde est formé sur une molécule organique de faible poids 
moléculaire, le radical peroxyde est contraint d’agir sur une 
autre molécule en entrainant ainsi la condensation de deux molé- 
cules : c'est Vaction synthétique des rayons X que nous allons 
considérer ici. Nous constaterons finalement que ce pouvoir est 
partagé, a des degrés divers, par d’autres agents physiques qui 
sont capables d’activer ?oxygéne : les rayons X, les rayons ultra- 
violets et les ultra-sons. 


I. — LA RADIO-SYNTHESE PROGRESSIVE 
ET L’EVOLUTION DES MOLECULES PHIENOLIOUES 
APRES LEUR IRRADIATION PAR LES RAYONS NX. 


Nous allons d’abord considérer un premier mode de synthése 
qui se manifeste progressivement et au cours des heures qui 
suivent Virradiation. Ce « post-effet » présente V’intérét de repro- 


(*) Manuscrit recu le 5 novembre 1953. 
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duire in vitro la latence nécessaire A la manifestation des effets 
de Virradiation quand cette derniére intéresse un matériel vivan'. 

L’expérience consiste a irradier Ja solution d’une molécule 
& radical phénolique et a observer cette solution aprés son irra- 
diation. Nous allons constater que cette solution se pigmente 
progressivement ; et cette évolution constitue la manifestation de 
la synthése progressive d’une nouvelle molécule, le pigment. 

La molécule expérimentée est dissoute dans un tampon (Clark 
et Lubs). Les conditions expérimentales doivent évidemment étre 
choisies de fagon que le témoin non irradié reste stable pendant 
plusieurs jours. Cette condition est réalisée par l’acide gallique 
a 1 p. 100 et 4 pH = 2,1’adrénaline 4 1 p. 1000 et a4 pH = 4, 
le tannins a 5 p, 1000 et.a pH = 2 et-la tyrosine a 5/2 et a 
pH =-8: 

On irradie avec le rayonnement du tungsténe par un tube 
Machlett, filtration par 0,5 mm de béryllium, sous 37,5 KV ct 
20 mA, distance de l’anticathode a la surface irradiée = 5 cm, 
intensité a la surface du liquide = 120 000 r/minute, épaisseur 
de la solution irradiée = 3 mm. 

L’irradiation est effectuée en présence d’oxygéne, dont la pré- 
sence est indispensable : en l’absence de ce gaz, on n’observe 
aucun effet dans le milieu irradié. En général, immédiatement 
aprés Virradiation, la soluuon apparait peu modifiée ; mais dans 
les heures qui suivent,.on constate l’apparition d’une pigmenta- 
tion dont l’intensité augmente progressivement. Cette évolution 
de la solution est suivie par la mesure de la densilé oplique. 

Dans tous les cas, on constate : 

1° Que Virradiation entraine une légére augmentation immé- 
diate de la densité optique ; 

2° Que cette densité optique continue 4 augmenter postéricu- 
rement au moment méme de Virradiation, en attcignant dans 
certains cas des valeurs considérables (courbe JD) ; 

3° Que cette augmentation de la densité optique est d’abord 
proportionnelle a la dose de rayons X, puis se stabilise quand 
cette dose atteint une valeur excessive, cette stabilisation étant 
conséculive a Vintervention de Vhydrogéne radio-formé. 


DISTINCTION DE DEUX PHASES DANS L’ACTION DES RAYONS X : RADIO- 
OXYDATION PRIMAIRE ET POST-EFFET. — Les expériences précédentes 
mettent ainsi en évidence deux élapes successives et essentiel- 
lement différentes dans l’action des rayons X in vitro. 

Il vy a d’abord l’effet immédiat, se produisant au cours mime 
de l’irradiation. Puisque, d’une part, l’oxygéne est indispensable 
a l’efficacité du rayonnement et que, d’autre part, la présence des 
peroxvdes est toujours constatée dans le milieu irradié, on a le 
droit de conclure que l’action primaire des rayons X est une 
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radio-oxydation ot! les molécules subissent une transformation 
individnelle en peroxydes. 

La seconde phase, qui débute au cours méme de la premiere, 
consiste dans la réaction progressive de ces radio-peroxydes 
élémentaires avec une autre molécule pour aboutir a des produits 
de condensation et A des formations de pigments. Ce « post-effet » 
peut étre distingué d’une autre fagon tres caractérisuque par le 
fait qu'il est sensible & de nombreux facteurs qui restent sans 
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action sur l’effet immédiat des rayons X. Par exemple, la pré- 
sence du cuivre (6 wg de SO,Cu par centimetre cube) exerce un 
effet catalytique trés marqué et entraine une augmentation 
moyenne de 33 p. 100 de l’évolution secondaire (courbe II). En 
présence du cuivre, les phénoménes sont encore accélérés par la 
chaleur (1) ou la lumiére solaire dont J’action est plus marquée 
quand le pH est acide. 


Cette action du cuivre suggére un rapprochement entre cette 


(1) Les solutions sont chauffées en ampoules scellées, au bain-marie 
a 100°, pendant une heure. 
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formation de pigments in vitro et la mélanogénése ott le cuivre se 
comporte également comme un activateur [2]. 


ACTION DES REDUCTEURS SUR LE post-EFFeT. — Il doit étre 
possible de prévenir cette évolution secondaire de milieux 
chimiques bien définis, en les traitant aussit6t aprés V irradiation, 
de la méme facgon que l’on tente de guérir les radio-lésions d’un 
organisme vivant, mais avec le bénéfice, dans le cas_présent, 
d’une bien moins grande complexité. 

Le probléme est trés simple et revient a stabiliser une solution 
de peroxyde. On ajoute donc, immédiatement aprés l’irradiation, 
un réducteur en solution dans un tampon identique a celui de Ja 
solution irradiée et on mesure les valeurs successives de la 
densité optique. Comme précédemment, les conditions expérimen- 
tales doivent étre telles qu’un témoin non irradié et additionné 
du méme réducteur reste stable pendant plusieurs jours. ‘Le choix 
des réducteurs a été limité a ceux qui sont susceptibles d’étre 
utilisés pour le traitement d’un organisme vivant. 

On constate que certains réducteurs parviennent a diminuer 
et _méme a bloquer presque complétement le post-effet, c’est- 
i-dire 4 « guérir » en quelque sorte la solution chimique de 
Vévolution qu’elle allait subir aprés son irradiation. Ces réduc- 
leurs agissent dans les conditions suivantes : 

1° Leur efficacité varie avec leur nature. Cette efficacité des 
agents de réduction est évaluée en comparant les densités optiques 
a celle d’un témoin irradié, puis abandonné seul sans traitement. 
Par exemple, pour l’acide gallique 4 1 p. 100 et a pH = 2, on 
constate, le troisiéme jour aprés l’irradiation (courbes III et IV), 
que le post-effet a diminué de 38 p. 100, avec l’hyposulfite de Na, 
de 47 p. 100, avec la thiourée, de 71 p. 100 avec la cystéine et 
de 98 p. 100 avec l’acide ascorbique. 

Il est & remarquer que l’acide ascorbique, trés actif contre le 
post-effet des molécules phénoliques, constitue aussi un inhibiteur 
de la mélanogénése [3], ce qui appuie encore le parallélisme entre 
cette derniére et Ja radio-formation de pigments réalisée ici 
in vitro 

2° L’action du réducteur est indépendanle de la dose de 
rayons X (l’expérience a été limitée a la dose de 750 000 r). Ce 
fait implique : a) que, pour tout l’ensemble de molécules iden- 
tiques présentes dans la solution au début de l’expérience, la 
radio-oxydation est restée du méme type ; b) que l’augmentation 
de la dose intéresse seulement le taux des peroxydes radio- 
formés, mais sans modifier le degré d’oxydation de la molécule 
considérée ; c) que, pour une molécule organique de faible poids 
moléculaire, la molécule a subi, au cours de VUirradiation, le 
degré maximum d’oxrydation compatible avec les conditions de 
Vexpérience. 
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3° L’action du réducteur dépend du pH : par exemple, pour la 
tyrosine, la cystéine est plus active & pH = 6 qu’a pH = 7, fait 
normal puisque l’action de ces réducteurs repose sur des équi- 
libres d’oxydo-réduction. 

4° Ces réducteurs agissent proporlionnellement a leur concen- 
tration : pour l’acide gallique a 1 p. 100 et & pH = 2, la cystéine 
est plus active 4 la concentration de 1 p. 100 qu’ celle de 
0,5 p. 100. 

Il faut encore noter que, dans le cas le plus favorable de ces 
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(1 p. 100 & pH = 2), le troisieme jour aprés J irradiation. 


Course 4. — Action des réducteurs sur le post-effet de la tyrosine 
(S/3 & pH =7,4),'le deuxiéme jour aprés l’irradiation. 


expériences, la stabilisation du post-effet n’a pas pu étre oblenue 
totalement, fait évident puisque les radio-peroxydes primaires 
commencent nécessairement 4 agir sur les autres molécules dés 
leur formation et pendant le cours méme de l’irradiation, c’est- 
a-dire avant l’introduction du réducteur. Ceci souligne Ja grande 
difficulté d’un traitement curatif pour un organisme radio-lésé. 


II. — Les syNTHESES CHIMIQUES 
CONSECUTIVES A L’ACTION DES RAYONS X. 


Dans le cas précédent de solutions phénoliques abandonnées 
a la température ordinaire aprés Virradiation, la synthese du 
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pigment est progressive. On peut maintenant donner une grande 
généralisation 4 ces actions de radio-synthése, en précisant les 
conditions requises pour ces synthéses. 


RELATION ENTRE LE POIDS MOLECULAIRE ET LE Post-EFFET. — I] 
convient d’abord de distinguer deux groupes d’expériences por- 
tant sur des solutions chimiques pures, mais ow le _post-effet 
aboutit a des résultats opposés. 

a) Le post-effet aboutit a des synthéses. — C’est l’ensemble 
des expériences qui viennent d’étre exposées avec les molécules 
a radical phénolique. Le premier exemple qui a été signalé est 
l’évolution des solutions de tyrosine [40]. 

b) Le post-effet aboutit a des desmolyses. — Voici deux expé- 
riences in vitro, toujours sur des solutions chimiques pures, mais 
ou les solutions subissent une évolution vers la desmolyse, au 
cours des heures qui suivent lirradiation. D’une part, Buther et 
Conway [4] irradient l’acide désoxyribonucléique et constatent 
que la viscosité et la biréfringence d’écoulement diminuent au 
cours des jours consécutifs a Virradiation. D’autre part, Mar- 
garet Mac Donald [5] observe que la trypsine cristallisée perd son 
activité (a 25°) postérieurement a Virradiation. Dans ces deux 
expériences, relatives 4 des protéides de poids moléculaire élevé, 
le post-effet aboutit & la desmolyse, tandis que les expériences 
précédentes, avec des molécules organiques de faible poids molé- 
culaire, aboutissent a une action de synthése. 

Le rapprochement entre ces deux groupes d’expériences 
conduit a une constatation d’une importance capitale, a@ savoir 
gue Vaction des rayons X différe essentiellement avec le poids 
moléculaire de la molécule irradiée : action de desmolyse pour 
les molécules complexes et de poids moléculaire élevé, action de 
condensation moléculaire et. de synthése pour les molécules 
simples et de faible poids moléculaire. Autrement dit, la rad:o- 
oxydation d’une petite molécule organique entraine des effets 
tout a fait opposés 4 ceux de Virradiation d’une grosse molécule 
complexe. 

En réalité, l’action primaire consis‘e toujours, pour les deux 
cas, dans la méme formation d’un radical peroxyde. Mais 
l’influence du poids moléculaire se manifeste au cours du post- 
effet, c’est-a-dire dans Ja facon oti le radio-peroxyde va réagir 

a) Dans le cas d’une molécule organique de faible poids molé- 
culaire, on a montré précédemment que cette molécule radio- 
peroxydée vient de subir, au cours de Virradiation, son degré 
maximum d’oxydation: le radical peroxyde, ne pouvant plus 
agir sur sa propre molécule, est contraint d’agir sur une autre 
molécule, en effectuant une condensation moléculaire, c’est-a-dire 
une synthése ; 
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b) Au contraire, dans Je cas d’une molécule complexe et a poids 
moléculaire élevé, telle que Vacide désoxyribonucléique ou la 
trypsine étudiés par les auteurs précédents, le radical peroxyde, 
initialement et nécessairement localisé sur la périphérie de la 
molécule au cours de la premiére phase, peut induire dans sa 
propre molécule une oxydation progressive qui entraine la des- 
molyse, les liaisons hydrogéne et sulfhydryles étant alors les plus 
intéressées. 

Il en résulte qu'il faut considérer désormais un mode tout 
& fait nouveau pour l’action des rayons X : a cdté de leur action 
destructrice quand ils ont pour cible une grosse molécule ou 
un complexe de ces molécules tel qu’un géne, les rayons X 
deviennent un agent de synthése quand ils agissent sur des petites 
molécules organiques. La combinaison de ces deux effets nous 
i permis, avec A. Lacassagne [6], d’envisager leur intervention 
possible dans la pathogénie des cancers provoqués par les 
rayons X : si le rythme de l’irradiation s’y prétait, une premiére 
irradiation entrainerait la desmolyse d’une grosse molécule, 
tandis qu'une irradiation ultérieure pourrait effectuer, a Vinté- 
rieur méme de Ja cellule, une synthése avec les produits de. cette 
desmolyse. 


TABLEAU DE L’ACTION DES RAyoNS X. — Nous avons maintenant 
tous les éléments pour dresser Je tableau de J’action des 
rayons X, en distinguant Jes irradiations en solution aqueuse ou 
dans un solvant organique. 


1° EN minieu aguEux, i suffit de distinguer, dans tous les 
cas, deux phases successives. [La premiére, directement entrainée 
par le rayonnement, est la radio-oxydation primaire, phase cons- 
tante puisque loxygéne est toujours présent dans le milieu 
irradié (sauf conditions expérimentales spéciales dans lesquelles 
Vabsence d’oxygéne entraine J inefficacité de Virradiation). La 
seconde phase cons:ste dans Ja réaction de ce radical peroxyde 
primaire, c’est-a-dire que : a) si la molécule irradiée est de faible 
poids moléculaire, le radical peroxyde est sans action possible 
sur la propre molécule qui le porte et doit nécessairement réagir 
avec une autre molécule : c¢’est l’action de synthése ; b) si la 
molécule irradiée posséde un poids moléculaire élevé, c’est- 
i-dire une dimension et une complexité notables, le radical per- 
oxyde peut agir sur la propre molécule a laquelle il appartient : 
c’est action de desmolyse. Ce degré de complexité doit répondre 
i la seule condition que le radical peroxyde rencontre, sur la 
molécule qui le porte, un groupe susceptible d’étre oxydé et situé 


. , x . . 
un ecart maximum de 5 A (rayon d’action moléculaire). 
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2° EN MILIEU oRGANIOQUE, irradiation entratne également un 
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effet constructeur quand elle porte — et seulement dans ce cas 
— sur des molécules simples. Magat et ses collaborateurs [7] ont 
montré que Virradiation des monoméres vinyliques entraine leur 
polymérisation. Contrairement & ce qui se passe dans l’eau, cet 
effet est obtenu en V’absence d’oxygéne ; il résulte de l’ouverture 
de Ja double Liaison et n’entraine pas de formation d’eau_ ni 
d’autres sous-produits. 

En revanche, si l’on irradie maintenant le polymére vinylique 
— et, cette fois, la présence de l’oxygéne est indispensable —, 
les rayons X exercent une aclion de desmolyse, mise en évidence 
par la chute de la viscosité. 

fl est bien entendu que les rayons X peuvent agir de bien 
dautres fagons et qu’en milieu aqueux, notamment, on peut 
imaginer Vouverture des doubles liaisons comparables a celles 
qui ont été signalées en milieu organique. Dans |’état actuel de 
la question, lexposé précédent rend compte des faits expéri- 
mentaux, Cet exposé est résumé dans le tableau I : 


Tableau I. — Action des rayons X. 
En absence dioxygéne. «2. 6. las . Aucun effet. 


Action secondaire 
(post-effet). 


1° Si la molécule est de 
faible poids moléculaire, 
le peroxyde la condense 
avec une autre molécule : 


! 
Action de synthése. 


Action immédiate. 


4° Activation de l’oxy- 
gene: 
1]o0 + 2. >>> 0 = 

En milieu | En présence | 
aqueux, d’oxygéne. ( 

2° Si la molécule est de 
poids moléculaire élevé, 
le peroxyde oxyde Sa propre 
molécule : 
Action de desmolyse. 


2° L’oxygéne activé se 
fixe sur la molécule 
dissoute et la trans- 
forme en peroxyde. 


( Monomére vinylique : condensation par ouverture des doubles 


En milieu liaisons. 
aida invili 4° En Vabsence d’oxygéne : aucune action. 
Polymére vinylique. } 90 En présence d’oxygéne : desmolyse. 
ASPECT THERMODYNAMIQUE DES RADIO-SYNTHESES. — En milieu 


aqueux ct a la température ordinaire, certaines synthéses orga- 
niques par condensation de deux molécules avec élimination 
d’eau sont endothermiques : l’exemple le plus intéressant est la 
formation de la chaine polypeptidique. Au contraire, cetle syn- 
thése devient spontanée avec les radio-peroxydes. 

Comme l’a fait remarquer M. Magat, la synthése avec les per- 
oxydes est satisfaisante du point de vue de l’énergie d’activation. 
Tandis que la condensation de deux molécules, d’un phénol par 
exemple 
fs (He -6 OH tO 
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n’est pas spontanée en milieu aqueux, la réaction devient possible 
erace A Vinstabilité du radio-peroxyde. La seule différence avec 
la réaction précédente consiste en ce que la réaction libére cette 
fois une molécule d’eau oxygénée et non plus d'eau 

C,H; — 0 —0 


6°*9 


Il est évident que tout dépend de Ja formation initiale du_per- 
oxyde dans la premiere phase, au cours de laquelle les rayons X 
ont conféré A la molécule une sorte de stimulus de synthése. 

On peut encore remarquer que l'eau oxygénée est présente dans 
les cellules et qu'une synthése de la chaine polypeptidique par une 
intervention directe de peroxydes léverait toute difficulté pour consi- 
dérer cette synthése, dans l’eau, directement avec les acides aminés. 

Quoi qu'il en soit, voici quelques exemples oti les rayons X 
réalisent tres simplement les synthéses de la chimie organique. 


EXEMPLES DE SYNTHESES REALISEES AVEC LES RAYONS X. — 
L’action de synthése des rayons X peut étre mise en évidence 
trés simplement en s’adressant 4 des mati¢res colorantes faciles 
a identifier et A doser au photo-colorimétre. Il existe en effet de 
nombreuses matiéres colorantes dont la synthése chimique exige 
Vintervention d'un oxydant (acide arsénique, chlorure  fer- 
rique, etc.). L’irradiation directe du mélange des constituants 
aboutit & la méme synthése. L’expérience permet de distinguer 
deux groupes de colorants : pour les uns (fuchsine, vert mala- 
chite, violet de Lauth, jaune d’acridine), le radio-peroxyde agit 
au cours méme de Virradiation. La comparaison avec le témoin 
doit étre faite immédiatement aprés l irradiation ; car, si l’on 
chauffe, la coloration augmente trés fortement dans J’essai 
irradié ; mais elle se développe en méme temps chez le témoin 
dune facon plus ou moins marquée, ce qui rendrait alors moins 
évidente Vaction des rayons X. 

Au contraire, pour d’autres mati¢res colorantes (dont les prin- 
cipaux représentants sont le bleu de méthyléne et le noir d’ani- 
line), la synthése du colorant exige les deux étapes successives : 
a) Virradiation ; b) le chauffage. Au cours de ce chauffage, le 
colorant apparait d’une facgon intense, tandis que le témoin, 
chauffé mais non irradié, reste incolore : ce qui rend l’expé- 
rience trés démonstrative. 

Fuchsine. — On administre, avee barbotage d’oxygene, 
750 000 r au mélange : 

4 cm? de para-toluidine HCl (725 mg en solution dans 50 cm? 
Hcl 5 4 $0,Cu 250 g/cm’); 
4 cm? d’ortho-toluidine HCl (700 mg en solution dans 500 cm? 


Hcl“ + $0,Cu 250 ug/em?); 
{ cm? d’aniline HCI (650 mg en solution dans 30 cm? HCl + SO,Cu 250 yg/em’), 
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Les solutions sont toujours traitées au noir végétal. 
Le témoin est incolore, tandis que l’essai irradié a viré au rose 
mauve, 
Le schéma de la radio-réaction est : 
Cy (1) 
Cs oils (A) 
NH, (2) oH 
/ NH, 2) 
C,H .— Ni, + 2 H,0, 


\c,8, — NH. 


4. Hi,C — C,H, — NH, +50-- —> HO — cZ 
(3) (4) > 
+ C,H; — NH 

En chimie organique, la condensation est obtenue par l’action 
oxydante de l’acide arsénique. 

Vert malachite. — On administre, avec barbo'age d’oxygéne, 
750 000 r au mélange : 
1.5 cm’ aldéhyde benzoique en solution saturée dans 


Hcl + S0,Cu 250 ug/cm’*. 
1,5 cm* diméthylaniline (0,8 cm? dans 50 cm? HCl 55 * + $0,Cu 250 ug/cm'). 


Le témoin reste incolore, tandis que heat irradié vire au vert 
léger. La réaction est fugace. 

Le schéma de la radio-réaction est : 
(,H,— CHO 4:2 6 H-NICH,), 4211.0 2, 0>- — 


CoH N(CH); 
(gee. on Taro cea Sted, 
CyH,N(CH3)> 
Violet de Lauth. — On administre, avec barbo'age d’oxygene, 


750 000 r au mélange : 
2,5 cm’ p. phényléne diamine, HCl (710 mg dans 50 oF 
Hc * Sf S$O,Cu 250ug/cm?) ; 


2,5 cm? de la solution de 0,5 cm* (NH,).S dans 50 cm? 
HCl ‘+ SO,Cu 250 ug/cem?*. 
On filtre Vexees de sulfure de cuivre qui Sho 
Le témoin est d’un mauve trés léger, tandis que Vessai irradié 


lire au violet foncé, 
Le schéma de la radio-réaction (2) est: 


SSEANGKK 


LE _ 
Ve +NHg C1+3H20- 
SAH N 
HN it ISS ee SH NH} “NH,HCL 
Schema 4. 


(2) Je remercie M. R. Royer qui a bien voulu ¢établir le schéma de 
cetle réaction. 
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En chimie organique, ]’oxydation est réalisée par F,C),. 
Jaune d’acridine. — On administre, avec barbotage d’oxygene, 
750 000 r au mélange : 
2.5 méta-toluyléne diamine, HCl (800 mg dissous dans 50 cm* 
Hel + SO,Cu 280 yg/em®; 


2,5 em d'une solution au 1/50 de formol commercial. 


Le témoin est ]égérement jaune, tandis que l’essai irradié vire 
au brun foncé. 
Le schéma de la radio-réacuion est : 


DSSAd- Js CN Pie fs 
HC NA REOS Cottey: +HC]—> Cea SI SCs +NH, C1+2H20 
wo a L FHCORT HAN ; ND HaN7 NOS \wte 4 soe 
AO s&Sxscoumad 

ScnEma 2. 


L’oxydation est réalisée, en chimie organique, par Fe,Cl,. 

Bleu de méthyléne. — Cette radio-synthése constitue la mani- 
festalion la plus spectaculaire et la plus sensible des propriétés 
synthétisantes des rayons X. On administre d’abord, avec bar- 
botage d’oxygéne, 100 000 r au mélange : 

4,5 cm? diméthyl p. phényléne diamine, HC! (830 mg dissous dans 50 cm? 
HCl x + $0,Cu 250 pg/cm’); 
4,5 cm3 de la solution filtrée de (0,5 cm? NH,)?S dans 50 cm® 
HCl = + $0,Cu 280 pe/em. 

Aprés Virradiation, on chauffe pendant quinze minutes 4 100° 
en ampoule scellée. 

Le témoin, chauffé mais non irradié, reste incolore, tandis que 
Ja solution, déja traitée par les rayons X, se transforme en une 
magnifique solution bleu trés foncé de bleu de méthyléne. 

Le schéma de la radio-réaction est : 


Ve N é 

Nee \ E 

NESS ES Soe le 
SH (7 CMs CH3)N CH; 
ANSON AN \nZ 

Wes Nees S N<CHs 


cl 
Scuéma 3. 


(c 
2 


Pour une dose comprise entre 100 000 r et 500 000 r, la radio- 
formation de bleu de méthyléne est proportionnelle a la dose de 
rayons X. Si cette dose est encore augmentée (entre 500 000 ct 
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750 000 r), la solution vire progressivement au mauve foncé, par 
suite de la déméthylation consécutive a la radio-oxydation, et le 
bleu de méthyléne est transformé en violet de Lauth. 

Noir d’aniline. — On sait que l’aniline, chauffée en présence 
d'un oxydant, se transforme en une matiére colorante noire. On 
obtient, trés facilement avee les rayons X, des produits de 
condensation de plus en plus colorés. La solution de chlorhydrate 

| 
d’aniline (1400 mg dans 50 cm? HCl 2 +-vanadate de Na 
250 wg/em*) recoit 500 000 r, sous barbolage d’oxygéne, puis est 
chauffée a 100° pendant quinze minutes. La_ solution devient 
jaune brun. 

Cetle-méme solution, soumise & nouveau aux rayons X et au 
chauffage, devient brun foneé. Avec un troisiéme cycle, la colo- 
ration passe au brun noir, tandis que les témoins, qui accom- 
pagnent les trois séries d’expériences et qui ont subi les mémes 
chauffages, sont restés incolores. 


Ill. — Synrnkses cHiMiourS REALISLES 
PAR LES RAYONS ULTRA-VIOLETS ET PAR LES ULTRA-SONS. 


De méme que les rayons X, les rayons ultra-violets activent 
loxygéne ; les propriétés oxydantes de ce rayonnement sont 
dailleurs utilisées depuis longlemps. IH est donc normal de 
retrouver ici un pouvoir synthétisant analogue a celui des 
rayons X et avec un mécanisme identique, exigeant A la fois, 
d’une part, que les U.-V. agissent en présence de Yoxygéne et, 
d’autre part, que la molécule organique traitée posséde un faible 
poids moléculaire. 

La source de rayons U.-V. est consltuée par une lampe 
Mazda 300, placée & 2 cm de la surface de la solution traitée. 
On irradie chaque fois un volume de 20 cm’® dans une cupule 
plate ot la solution occupe une profondeur de 1 cm environ, On 
opére toujours avec un barbotage d’oxygéne. ‘La chaleur dégagée 
par l’ampoule entraine l’échauffement de la solution (50-53° 
aprés trente minutes). 

Voici, comme précédemment, la synthese de matiéres colo- 
rantes. Il convient de rappeler que cerlaines formations analogues 
ont été déja signalées, mais sans avow été rattachées a une action 
générale de synthése. 

Bleu dindophénol. — On irradie, pendant vingt minutes, sous 
barbotage d’oxygéne, le mélange : 


40 cm’ de «-naphtol (250 mg dans 50 cm? HCl 55 x + S0,Cu 250 pg/em?; 


40 cm? de diméthylparaphénvléne-diamine, HCI wie mg dans 50 cm? 
Hal + S0,Cu 250 ug/cm?). 
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On observe, 2 la fin de Virradiation, de belles aiguilles de bleu 
dindophénol, solubles en bleu en milieu alcalin. 

Bleu de toluyléne. — On irradie, pendant vingt minutes, sous 
barbotage d’oxygéne, le mélange : 


40 cm® de diméthylparaphényléne-diamine, HCl (solution deja décrite) ; 
10 cm? de métatoluyléne-diamine, IICl (800 mg dans 50 cm? 


Hcl “ 4+ $0,Cu 250 pg/cm?). 


Au cours de Virradiation, la solution se transforme en bleu de 
loluyléne. 

Fuchsine. — La fuchsine se forme en irradiant un mélange 
identique 4 celui qui a été décrit précédemment a propos de 
Vaction des rayons X. 


Les ullra-sons activent loxygéne d’une facon moins intense 
que les rayons X et U.-V., mais bien mise en évidence par 
Schmitt, Johnson et Olson [8]. Cet effet oxydasique a été pro- 
posé pour expliquer leur mode d’action [9]. 

Le pouvoir synthélisant des ultra-sons est moins marqué que 
celui des agents physiques précédents, mais il est incontestable 
et peut étre mis facilement en évidence. 

Le mélange de p.phényléne-diamine et de H,S, en présence 
dacide chlorhydrique et de cuivre, se condense en violet de 
Lauth, mais en donnant une faible coloration mauve, bien moins 
intense que les précédentes. 

De méme, le mélange de diméthyl-p.phényléne-diamine et de 
H,S, soumis aux U.S. pendant dix minutes et porté a ]’ébulli- 
lion, vire au rouge vineux, mais sans parvenir a la synthése du 
bleu de méthyléne. 


On peut maintenant établir Ja comparaison entre les agents 
physiques peroxydants qui ont été expérimentés ici. Deux 
facteurs interviennent : d’une part, la pénétration et l’absorption 
de Vagent physique dans la masse de la solution traitée et 
d’autre part, activation de l’oxygéne. 

La transmission des ultra-sons dans l’eau est trés satisfaisante, 
mais leur mode d’activation de l’oxygéne est d’origine purement 
mécanique, c’est-’-dire médiocre. 

L’activation de oxygéne par les U.-V. est intense, mais leur 
pénctration dans la masse liquide est trés faible. 

Enfin, les rayons X activent Poxygéne et pénétrent dans la 
solution en fonction de leur longueur d’onde. 


? 
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RiSUME ET CONCLUSIONS. 


L’intervention de Voxygéne en radiobiologic se révéle parti- 
culiérement importante, Aprés avoir expliqué l’action de desmo- 
lyse des rayons X, cette méme intervention permet de démontrer 
maintenant un mode nouveau de l’action des rayons X : leur pou- 
voir de synthése. 

D’autre part, cette action de synthése est partagée par d’autres 
agents physiques peroxydasiques : les rayons ultra-violets et les 
ultra-sons. 

Cette action synthétisante peut étre retenue pour expliquer !a 
biosynthése avec les rayonnements ultra-violets et cosmiques. 
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DESCRIPTION 
DE SABOURAUDITES PRAECOX NOVA SPECIES 
SUIVIE DE REMARQUES SUR LE GENRE 
SABOURAUDITES 


par E. RIVALIER (°). 


(Laboratoire Sabouraud. 
Clinique dermatologique de VHépital Saint-Louis.) 


L’apparition d’une espéce nouvelle de dermatophyte risque 
d’étre accueillie avec peu de faveur si l'on songe a l’encom- 
brement qui régne dans la nomenclature de ces parasites. Sabou- 
raud s’était arrété a une cinquantaine d’espéces (ou variétés 
fixées), mais aprés lui les descriptions se multipliégrent et un 
catalogue complet en contiendrait aujourd’hui des  centaines. 
Langeron, sabrant sans ménagement ce buisson touffu, a écrit 
que le nombre d’espéces diment établies ne devait pas dépasser 
une vingtaine. Il fut peut-étre un peu trop sévére tout en nous 
rapprochant cependant de la vérité. L’espéce que je présente 
ayant été rencontrée une seule fois, il était dans mes intentions 
de n’en faire état qu’aprés l’avoir rencontrée 4 nouveau. Mon 
attente fut vaine, mais je crols cependant nécessaire de faire 
connaitre son existence en raison de la stabilité de ses carac- 
téres macroscopiques et microscopiques qui se sont maintenus 
sans nulle altération depuis dix ans. 

Le malade était un homme de 42 ans, atteint d’une plaque 
d’herpés circiné d’un poignet criblée de vésicules suppuratives, 
mais sans caractéres cliniques particuliers et dont l’étiologie est 
demeurée inconnue. Le parasite, se comportant en épidermo- 
phyte, fut retrouvé dans l’épiderme soulevé des vésicules, mais 
non dans les poils. Sa culture, facilement obtenue a partir du 
pus des vésicules, s’avéra aussit6t tout a fait particuliére. 

Précocement développée et rapidement extensive, ce qui jus- 
tifie le nom de precoz, cette culture, sur milieu d’épreuve de 
Sabouraud glycosé ou maltosé, apparait d’abord sous l’aspect 
d’un disque blanc et ras de duvet court, centré par une minime 


(*) Manuscrit recu le 1 novembre 1953. 
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saillie ; rapidement, la partie centrale prend une teinte chamois 
clair et un aspect trés finement pulvérulent, tandis que le revers 
de la culture prend une teinte jaune orangé. Sur boite de Roux 
permettant un large développement, le thalle atteint en quatre 
semaines un diamétre de 10 cm, dépassant ainsi en rapidité de 
pousse les espéces les plus florides (fig. 1). C’est alors un large 
disque plat de teinte chamois clair trés finement granuleux et 
dont la périphérie seule demeure blanche et trés finement duve- 
teuse, sans jamais présenter de rayons gladiolés ; l’apparition 
de bouquets de dégénérescence pléomorphique en quelques points 


Fie. 1. — Sabouraudites praecox nov. Culture de dix-huit jours 
sur milieu d’épreuves de sabouraud glucosé. 4/5 de la grandeur naturelle. 


de ce disque est fréquente, mais toujours assez tardive. Sur 
milieu de conservation la culture est de méme teinte, mais bien 
moins rapidement extensive et présente, quand elle vieillit, des 
anneaux concentriques alternativement plus minces et plus 
épais (fig. 2). Ces différents caractéres permettent de distinguer 
facilement la nouvelle espéce de Sabouraudites gypseus Bodin, 
a qui elle ressemble le plus. Elle en a la teinte chamois, quoique 
d’un ton moins accusé et moins chaud ; sa texture est beaucoup 
plus fine et surtout les rayons gladiolés en éclaboussure de platre, 
si caractéristiques de S. gypseus, manquent ici complétement. 
Néanmoins, ces éléments de diagnose pourraient sembler un 
peu légers 4 quiconque est familier des champ:gnons des teignes 
et en connait les nombreuses mutations possibles, si ]’examen 
microscopique ne venait apporter des arguments irréfutables en 
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faveur de la validité de l’espéce. Dissociée et examinée extempo- 
ranément dans le lactophénol, une parcelle de Ja pulvérulence 
de la culture montre une quantité considérable de fuseaux multi- 
loculés ou macroconidies caractéristiques du genre Sabourau- 
dites, mais doués de caractéres tout A fait spéciaux et qu’une 
culture sur lame gélosée, fixée et colorée, permet d’étudier en 
détail. Portés comme les fleurs d’une inflorescence lache sur de 
longues hyphes gréles et rameuses, ces fuseaux sont terminaux, 
quelques-uns latéraux et sessiles et d’aspect bifurqué a leur 


Fic. 2. — Sabouraudites praecox nov. Culture de soixante jours 
sur milieu de conservation de Sabouraud. 4/5 de la grandeur naturelle. 


base (fig. 8). Remarquables par leur étroitesse et leur longueur, 
d’un aspect lancéolé et aussi profondément différents de ceux de 
Sabouraudites gypseus que de ceux de Sabouraudites canis (fig. 4 
et 5), ces fuseaux mesurent 60 a 65 microns de longueur sur 9 
de largeur dans leur partie centrale ; la courbure de leurs bords 
est uniforme et leurs extrémités sont réguliérement acuminées et 
nullement étirées ; ils sont divisés en 6 a 9 loges séparées par 
des cloisons cellulosiques épaisses et criblés de petites verru- 
cosités comme chez les autres espéces du genre. De méme, ainsi 
qu’on l’observe chez celles-ci, les cloisons qui séparent les loges 
soulévent légérement la paroi externe en cannelures circulaires, 
évoquant l’aspect de certaines larves d’insectes (pl. I, fig. 1). Il 
ne s’agit pas la d’un artifice de préparation tel que pourrait le 
réaliser la déshydratation car les fuseaux se présentent ainsi 


SABOURAUDITFS PRAECUX NOVA SPECIES 279 


lorsqu’on examine la culture vivante au microscope. Ajoutons 
que, sur les cultures pratiquées sur milicux ordinaires, il n’a 
pas été vu d’aleuries, ainsi qu’on en observe toujours, et parfois 
en grande abondance, chez les autres Sabouraudites fertiles. 
L’espéce ainsi définie parait trés rare car je n’ai pas connais- 
sance qu’elle ait été décrite, et, en de nombreuses années je ne 
Pai rencontrée qu’une fois; elle est d'une remarquable robus- 
tesse, inclinant a penser qu "elle est récemment issue du milieu 
naturel. Les multiples repiquages pratiqués depuis dix ans n’ont 


Fic. 3. — Sabouraudites praecox nov. Culture sur lame gélosée, x 60. 


pas altéré si peu que ce soit ses caractéres tant macroscopiques 
que microscopiques. Les essais d’inoculation pratiqués a plu- 
sieurs reprises sur la peau du cobaye n’ont déterminé aucune 
infestation épidermique ni pilaire, quel que soit le procédé 
employé : introduction du mycélium dans |’épiderme par piqire 
ou application d’une pate virulente sur la peau tondue et scarifiée. 


La forme trés particuliére et d’une absolue stabilité des macro- 
conidies de l’espéce décrite incite & examiner comparativement 
les mémes organes des autres Sabouraudites et cet examen 
montre de constantes et considérables différences sur lesquelles 
il ne semble pas qu’on ait mis suffisamment l’accent et que les 
microphotographies jointes 4 cet article exprimeront sans doute 


mieux que des descriptions et des chiffres. Ces mémes micropho- 
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tographies montreront aussi les aleuries trés variables en abon- 
dance, absentes ou portées sur des hyphes gréles ou innombrables 


A 


Fic. 4. — Sabouraudiles canis Bodin Culturcs sur lame gélosée, x 60. 


Fic. 5. — Sabouraudites gypseus Bodin. Culture sur lame gélosée, x 60. 


sur des buissons rameux; elles sont constamment pyriformes. 
Je connais actuellement quatre types parfaitement caractérisés 
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de fuseaux de Sabouraudites : le type precox déja décrit, le type 
gypseus, le type canis et le type gallinae. 

Chez Sabouraudites gypseus Bodin (ancien Achorion gypseum 
de Bodin) les fuseaux (pl. I, fig. 3), tres nombreux, sont courts, 
en petits tonnelets fortement cannelés circulairement ; ils mesurent 
en moyenne 36 x 12 microns, leurs extrémités ne sont nullement 
étirées et leur aspect est si caractéristique qu’il fait reconnaitre 
Vespéce sans nul autre examen; ils sont accompagnés d’un 
nombre médiocre d’aleuries disposées en simples épis ou en 
grappes laches; gypseus est, comme precox, une espéce trés 
robuste se conservant trés longtemps a travers de multiples 
repiquages. 

Chez Sabouraudites canis Bodin (Microsporum lanosum de 
Sabouraud, Microsporum felineum de Colcott Fox) les fuseaux 
nous apparaissent énormes et ventrus (pl. I, fig. 2), de dimensions 
plus que doubles de celles de la précédente espéce, en moyenne 
75 x 18 microns; en outre leurs extrémités sont atténuées et 
étirées comme les pointes d’un citron, ce qui leur donne une 
physionomie particuliére et caractéristique. Les aleuries pyri- 
formes sont assez peu nombreuses et portées sur des hyphes 
simples ou 4 peine rameuses. Au contraire, des deux précédentes, 
cette espéce est trés fragile. L’aspect macroscopique des cultures, 
si remarquable au début, s’altére rapidement et les organes de 
fructification tendent a se raréfier et 4 disparaitre quand la souche 
a subi de nombreux repiquages. 

Sabouraudites gallinae Mégnin nous offre un aspect bien diffé- 
rent, car ses fuseaux, peu acuminés a leur base et tout a fait 
obtus a leur extrémité, ont une forme assez voisine de celle des 
fuseaux de Ctenomyces (pl. I, fig. 6). Cependant l’épaisse paroi 
cellulosique de leurs loges et les longs pédicules gréles au bout 
desquels ils sont appendus ne laissent pas le moindre doute sur 
la position systématique de l’espéce. Ces fuseaux mesurent en 
moyenne 40 x 10 microns; ils sont accompagnés d’un nombre 
généralement assez médiocre d’aleuries piriformes disposées en 
épis laches ou en petites grappes. Sabouraudites gallinae est éga- 
lement une espéce fragile dont les souches deviennent ordinaire- 
ment tout a fait stériles quand elles ont été repiquées a de 
multiples reprises. 

En se basant sur les quatre types de macroconidies qui viennent 
d’étre décrits, on peut aisément classer les espéces de Sabourau- 
dites que nous connaissons. C’est ainsi que, auprés de gypseus 
Bodin, se placent naturellement fulvus Uriburu et duboisi Van- 
breuseghem. 

S. fulvus n’est, 4 ma connaissance, représenté que par la souche 
originale de son auteur qui figure dans la collection Sabouraud 
et n’a rien perdu de ses caractéres botaniques. La validité de 
lespéce a été contestée, car elle ressemble beaucoup 4 gypseus, 
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\ la différence importante prés que ses cultures ne présentent pas 
les rayons gladiolés caractéristiques de ce dernier ; ses fuseaux 
sont aussi notablement moins épais que ceux de gypseus et 
mesurent en moyenne 34 x 8 microns (pl. I, fig. 4). Si lon tient 
compte du fait que Uriburu a isolé cette espece d'une micro- 
sporie et que jamais personne n’a vu S. gypseus engendrer une 
teigne microsporique, j’ai tendance a croire que fulvus est une 
espéce valable. 

S. duboisi donne des fuseaux trés analogues, mesurant en 
moyenne 35 x 8 microns (pl. I, fig. 5), mais il est remarquable 
par l’abondance considérable des grappes d’aleuries qui avait pu 
faire eroire 4 Langeron que ce champignon était un Clenomyces. 
C’est une espéce d’origine africaine dont il n’existe, & ma connais- 
sance, qu’une seule souche isolée par Vanbreuseghem. Ses cultures 
épaisses et feutrées avec une auréole de rayons gladiolés sont 
caractéristiques et la validité de Vespéce n’est pas discutable. 

Auprés de S. canis vient se ranger S. audouini, espéce la plus 
répandue de toutes et la plus connue puisqu’elle est l’agent 
exclusif en Europe et en Amérique du Nord des épidémies 
scolaires de teigne microsporique. Et combien, cependant, les 
deux espéces sont de prime abord distinctes ! Chez canis, pullu- 
lation de fuseaux réguliers et égaux entre eux, chez audouint, 
fuseaux rares, apparaissant seulement — et pas toujours — dans 
les vieilles cultures et presque toujours mal formés. Ils sont 
grands, mesurant 60 4 75 » de longueur x 15 a 20 u de largeur ; 
certains reproduisent trés exactement le type canis, mais la plu- 
part sont irréguliers, 4 loges inégales, bossués, tordus, cintrés, 
parfois bifurqués ou soudés bout a bout en constituant un immense 
fuseau étranglé. Il est impossible de ne pas voir dans toutes 
ces anomalies un stigmate dégénératif précédant la dégénérescence 
finale caractérisée par la disparition de toute fructification. Il en 
est constamment ainsi chez les souches de S. audouini qui ont été 
longtemps repiquées et il est fréquent de rencontrer des souches 
récemment isolées chez lesquelles on trouve tout au plus quelques 
aleuries et pas du tout de fuseaux. Pareille dégénérescence ne 
saurait surprendre chez une espéce acclimatée A l’espéce humaine 
et habituée depuis longtemps 4 la vie parasitaire au contraire 
des précédentes, issues depuis peu du milieu naturel. C’est un 
exemple entre mille du phénoméne de la dégradation parasitaire, 
bien connu de quiconque est familier avec la botanique ou la 
zoologie. 

Auprés de S. gallinae semble se placer S. quinckeanus Bodin, 
agent du favus spontané de la souris, mais la place de cette 
espéce a été récemment contestée par Vanbreuseghem qui en fait 
un Trichophyton. Faute d’un matériel d’étude suffisant, je ne 


saurais avoir sur ce sujet une opinion personnelle ; je la laisserai 
done de cété. 
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Cet apercu ne représente d’ailleurs pas une révision du genre 
Sabouraudites, dont je n’ai fait que nommer les espéces essen- 
lielles ; mon but est de montrer la précision des caractéres bota- 
niques des macroconidies qui permettent de séparer avec la plus 
grande certitude les espéces du genre, au moins les principales. 
Il y a la une grande différence avec les Ctenomyces, pour lesquels 
le microscope ne nous donne que des caractéres génériques. On 
comprend aisément l’incertitude qui s’attache aux espéces de ce 
genre macroscopiquement pourtant aussi distinctes entre elles que 
les Sabouraudiles. Selon la tendance des mycologues qui les 
étudient, 11 y a place pour toutes les maniéres de voir entre le 
pluralisme probablement excessif de Sabouraud et Punicisme total 
a’Emmons, vraisemblablement inexact. 

Mais, revenant aux Sabouraudites, je ne saurais terminer ces 
remarques sans parler d’un parasite fort discuté, l’ancien Micro- 
sporum ferrugineum de Ota, au sujet duquel j’ai bataillé jadis 
oralement, et en toute amitié avec notre regretté Maurice ‘Langeron 
qui en faisait un Trichophyton ; je demeure aujourd’hui profon- 
dément convaincu de ]’inexactitude de cette maniére de voir et 
range ce parasile dans le genre Sabouraudites dont il représente 
Vespéce la plus dégradée. On sait que ce parasite, agent de la 
teigne microsporique en Extréme-Orient, est caractérisé par 
Vhabituelle teinte jaune de rouille de ses cultures — infiniment 
polymorphes d’ailleurs — et par l’absence de toute fructification. 
Une fois, Langeron a pu observer chez lui quelques rares aleuries, 
mais personne n’a jamais vu ses macroconidies, et ce sont ces 
organes qui sont caractéristiques du genre. 

Passer outre au caractére essentiel peut paraitre botaniquement 
absurde, mais il est plus facheux, a mon sens, de faire état d’un 
caractére négatif pour rapprocher les parasites les plus divers 
n’ayant de commun que cette infirmité sans essayer d’en entrevoir 
la cause. Tous les dermatophytes étant évidemment parents, et les 
plus évolués d’entre eux étant dotés de riches fructifications, 11 
tombe sous le sens que ceux d’entre eux qui sont inaptes a en 
produire sont des formes dégénératives, dégradées par un long 
parasitisme. Trichophyton violaceum, parasite dégradé, donne 
lieu 4 des cultures presque toujours glabres et stériles ; je lai vu 
cependant deux fois sous mes yeux donner naissance 4 une muta- 
tion fertile riche en aleuries et en fuseaux et parfaitement iden- 
tique 4 une culture de Trichophyton rubrum. Chacun admet, et 
a juste titre, qu’on réunisse dans le genre Trichophyton des 
champignons fertiles et des champignons stériles. Pareil rappro- 
chement n’a rien de plus choquant dans le genre Sabourauditles, 
d’autant mieux qu’une espéce, S. audouini, nous montre avec 
évidence, ainsi qu’on l’a vu plus haut, tous les passages de Ja 
souche fertile a la souche stérile. 

A proprement parler, S. ferrugineus est inclassable mais, parmi 
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ses nombreuses formes, il en existe qui constituent un passage 
insensible vers S. audouini et, par ailleurs, il pousse dans le 
cheveu selon le type microsporique, caractére botanique de 
seconde valeur, mais caractére botanique tout de méme. Pour ces 
raisons il est — non démontré certes — mais infiniment probable 
que S. ferrugineus est bien un Sabouraudites. J’incline méme a 
croire que S. audouini et S. ferrugineus sont deux formes adap- 
tatives issues d’une souche commune qui est peut-étre Sabourau- 
dites canis. 

Ainsi le probléme des cultures glabres dont on a tant parlé 
m’apparait comme une difficulté artificiellement créée. Ces cul- 
ures réduites A un mycélium stérile n’ont pas lieu de nous étonner 
plus que les dégénérescences stériles glabres ou duveteuses 
d’espéces normalement fertiles et que nous voyons chaque jour 
se produire sous nos yeux a la suite de repiquages successifs sur 
milieux sucrés, Elles démontrent seulement que la vie parasitaire 
peut engendrer a la longue des résultats analogues 4a ceux de la 
végétation sur nos milieux artificiels trop riches. 

En présence d’une culture stérile, il y-a done lieu de chercher 
par tous les moyens & lui faire produire des fructifications qui 
révéleront sa véritable identité, et si l’on n’y peut parvenir, a lui 
trouver une place probable dans la systématique en s’appuyant, 
faute des caractéres essentiels, sur des caractéres secondaires, 
tels que sa physionomie dans la vie parasitaire et ses propriétés 
physiopatholog:ques. L’erreur que l’on risque de commettre ainsi 
est beaucoup moins grave que de rejeter le parasite dans un 
groupement de rebut, vide de toute signification, ce qui est maniére 
d’agir simpliste et parfaitement antiscientifique. 


LEGENDE DE LA PLANCHE I 


Fic. 1. — Sabouraudites praecox n. sp. 

Fic. 2. — Sabouraudites canis Bodin. 

Fic. 3. — Sabouraudites gypseus Bodin. 

Fig. 4. — Sabouraudites fulvus Uriburu. 

Fic. 5. — Subouraudites duboist Vanireuseghem. 


Fic. 6. — Sabouraudiles galline Mégnin. 
Cultures sur lames gélosées, X 380. 
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ANOMALIES OBSERVEES AU COURS DU TITRAGE 
DES SERUMS ANTI-G@DEMATIENS 


par Maytis GUILLAUMIE, A. KREGUER et M. GEOFFROY (‘*). 


(Institut Pasteur.) 


Pour évaluer le pouvoir antitoxique des sérums anti-edematiens 
de type A destinés a l’usage thérapeutique, nous nous servons 
toujours de toxine cedematiens homologue élaborée par la souche 
Delombe dans du bouillon Vf [4], précipitée par le sulfate neutre 
d’ammonium, desséchée et titrée. Au cours des différents dosages, 
nous employons de l’eau physiologique pour dissoudre la toxine 
et diluer les sérums. Les différents liquides A titrer (toxine et 
sérums) sont injectés par voile sous-cutanée a des souris blanches 
de 17 a 20 g; les animaux inoculés sont observés pendant trois 
jours. 


a) Dose MINIMA MORTELLE ET DOSE L + DE LA TOXINE cedema- 
iiens. — La préparation de toxine cedematiens précipitée que 
nous avons utilisée au cours du présent travail est étiquetée OE10. 
La dose minima mortelle (DMm) de cette préparation est égale 
a 0,0038.mg : ce poids de toxine tue 50 p. 100 des souris injectées. 
Une unité antitoxique de sérum étalon anti-edematiens (1), c’est-a- 
dire une unité internationale (U. I.) anti-eedematiens neutralise 5 mg 
de la toxine OE10: la moitié des souris qui recoivent, sous le 
volume de 0,5 ml, en injection sous-cutanée, une U. I. + 5 mg de 
toxine survivent. Un dixiéme d’unité antitoxique de ce méme 
étalon neutralise expérimentalement 0,5 mg de toxine OE10, soit 
10 fois moins qu’une unité antitoxique : en effet, la moitié des 
souris qui recoivent (sous le volume de 0,5 ml) 0,1 U.I. 
+ 0,5 mg de toxine survivent. Donc la dose L + de la toxine OE10 
est égale 4 5 mg et représente 1315 DMm pour la souris; le 
dixiéme de la dose L + de la méme toxine est égal 4 0,5 mg et 
représente 131 DMm. 


b) PRINcIPE DU TITRAGE DES SERUMS ANTI-cedematiens. — 
Pour déterminer le titre antitoxique d’un sérum anti-cedematiens, 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 novembre 1953. 
(1) L’étalon anti-cedematiens est conservé a l'état sec 4 Londres et 
\ Copenhague, et délivré en solution glycérinée. 
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nous procédons ainsi : 4 des volumes variables de sérum, nous 
ajoutons une quantité fixe de toxine OE 10; les mélanges sont 
amenés au méme volume par addition d’eau _physiologique, 
laissés pendant quarante-cing minutes 4 37°, puis injectés comme 
nous l’avons dit précédemment. Chaque mélange est préparé en 
quantité suffisamment grande pour avoir la possibilité d’injecter 
4 souris (0,5 ml par souris). Les mélanges (sérum + toxine) qui 
sont inoffensifs pour la souris contiennent évidemment un excés 
de sérum; ceux qui tuent toutes les souris inoculées sont défi- 
cients en antitoxine ; celui qui laisse survivre la moitié des souris 
indique d’une maniére précise le titre de sérum examiné. 


c) Sirums anti-cedematiens trupnis. — Nos titrages portent 
sur des sérums anti-edematiens d’aspect normal provenant 
de chevaux ou de mulets. Les animaux donneurs sont immu- 
nisés dans nos conditions habituelles et saignés deux fois par 
mois & quatre jours d’intervalle; volume de sang prélevé 
a chaque saignée : 6 a 7 litres. Le sérum qui exsude du caillot 
sanguin est siphoné le lendemain des saignées. Nous recevons 
immédiatement un échantillon du sérum issu de la premiére 
saignée mensuelle faite & chacun des animaux ; la recherche de 
activité antitoxique de chaque échantillon est commencée 
aussitot. 

Les mémes sérums sont titrés aprés une heure de chauffage 
i 56°. Certains d’entre eux sont retitrés aprés cing mois de 
conservation 4a la température ambiante (22-24°). 


SéRuMS ANTI-cedemaliens FRAICHEMENT PRELEVES, NON CHAUFFES. 


Pour titrer ces immunsérums, nous avons employé comme 
doses d’épreuve de toxine odematiens, la dose L+ et le dixiéme 
de la dose L+ de la toxine OE 10, c’est-a-dire 5 mg et 0,5 mg 
de cette toxine. Dans la plupart des titrages, nous avons précisé : 

a) Le plus petit volume de sérum fraichement prélevé qu’il 
faut ajouter a la dose L+ de la toxine OF 10 (5 mg) pour obtenir 
la survie de la moitié des souris qui recoivent un tel mélange 
sous la peau ; conventionnellement, l’inverse de ce volume indique 
le nombre d’unités internationales anti-cedemaliens contenues 
dans 1 ml de sérum (par exemple, si 1/1 500 ml de sérum protége 
la moitié des souris, on dit que le sérum contient 1 500 U. I. anti- 
cedematiens par millilitre). 

b) Le plus petit volume de sérum fraichement prélevé qui, 
ajouté au dixiéme de la dose L+ de la toxine OE 10 (0,5 mg), 
permet la survie de la moitié des souris injectées; Vinverse de 
ce volume indiquera, en unités provisoires (u. p.), V’activité anti- 
toxique de 1 ml de sérum. 
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Dans un certain nombre de titrages, nous avons seulement 
déterminé le volume de sérum qui protége toutes les souris 
injectées et le volume légérement inférieur qui n’en protége 
aucune ; la dose intermédiaire du sérum, qui aurait permis la 
survie de la moitié environ des souris, n’a pu étre recherchée, 
faute de souris de poids réglementaire. 

Le premier titrage (effectué le lendemain des saignées) indique 
approximativement le pouvoir antitoxique des sérums; pour 
déterminer d’une maniére suffisamment précise le titre de ceux-ci, 
plusieurs autres essais sont généralement nécessaires : ces nou- 
velles déterminations sont presque toujours terminées neuf a 
douze jours aprés le dosage préliminaire. Nous indiquons dans 
le tableau I les résultats du titrage de 11 sérums anti-cedematiens 
ainsi que le temps pendant lequel chaque animal donneur a recu 
des injections d’anatoxine edematiens avant le prélévement du 
sérum étudié. 


Les sérums 632, 679 a, 679 b, 382, 383, 628 et 699 sont fournis par 
des chevaux et les sérums 937 a, 963 3 et 963 c par des mulets. Avant 
le prélévement des sérums dont nous mentionnons le titre, les divers 
animaux producteurs ont subi pendant de nombreux mois les deux 
saignées mensuelles habituelles et des inoculations routiniéres pour 
maintenir leur immunité. Avant de recevoir des injections d’anatoxine 
edematiens, les mulets 937 et 963 avaient été immunisés contre les 
antigénes septicum et saignés mensuellement pendant un an. Quant 
au sérum 678, signalé dans le tableau J, il a été récolté aprés avoir 
fait pendant trois mois seulement deux saignées mensuelles au 
cheval 678. 


Si ’on compare, dans le tableau I, les titres antitoxiques déter- 
minés en présence de deux doses trés différentes de toxine cde- 
matiens, on fait les remarques suivantes. 


I. — Dans 6 cas (sérums 682, 679 b, 382, 679 a, 383 et 699), 
il faut en moyenne dix fois moins de sérum thérapeutique pour 
neutraliser 0,5 mg de toxine OE 10 que pour en_neutraliser 
5 mg; ce fait est normal. Donc, d’aprés les résultats du titrage 
de ces 6 anti-sérums, une unilé internationale correspond pratt- 
gquement & 10 unités provisoires. Voici quelques résultats 


Premier exemple. — Le sérum 682 titre 1500 U.I. ou 
15 000 u. p. 

Deuxiéme exemple. — Le sérum 679 b titre 3500 U.T. ou 
35 000 u. p. 

Troisiéme exemple. — Le sérum 382 contient 1500 4 1 800 U. I. 


ou 15000 a 18000 u. p.; ces données signifient ceci 


a) Toutes les souris ayant regu 1/1500 ml] de sérum + 5 mg de 
toxine survivent aux injections ; toutes celles qui ont regu 1/1800 ml 
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de sérum + 5 mg de toxine meurent. b) Les souris ayant recu 
1/15 000 ml de sérum + 0,5 mg de toxine vivent ; celles qui ont recu 
1/18 000 ml de sérum + 0,5 mg de toxine meurent. 


TapLeAu I. — Pouvoir antitoxique de onze sérums anti-@dematiens 
fraichement prélevés, non chauffés. Titres exprimés en unités 
internationales anti-edematiens (U.I.) et en unités provisoires (u.p.) 
par ml de sérum (titrages sur souris, injections sous-cutanées.) 


Durée de Titre recherché | Titre recherché 
l‘immunisation | en présence de en présence de 
anti-oedematiens | 5 mg de toxine 0, 5 mg de toxine 

de 
ltanimal donneur (ULI) (up) 


1500 15.000 
3500 35,000 
1500-18C0 15.000-18,000 
3000-3500 30.000-35,000 
200 2.000 


400 4,000 


70.000 


6.200 


1500-1800 30.000-40,000 
1800-2000 60,000-80,000 


700 50.000 


Quatriéme exemple. — Le sérum 679 a titre 3 000 4 3500 U. I. 
ou 30 000 a 35 000 u. p. (toutes les souris qui recoivent 1/30 000 ml 
de sérum + 0,5 mg de toxine OE 10 vivent). 


Ces observations montrent que pour donner en U.JI. le titre des 
sérums frais 632, 679 a, 679 b, 382, 383 et 699, il suffit de diviser par 10 
les résultats indiqués en unités provisoires, c’est-a-dire les résultats 
des titrages effectués vis-’-vis du dixiéme de la dose L+ de la toxine 
cdematiens employée dans l’expérience (0,5 mg de la toxine OE 10). 
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_ LU. — Dans deux autres cas, nos titrages établissent que l’unité 
internationale correspond a 12 ou 14 unités provisoires ; ainsi, 
le sérum 963 ¢ titre 500 U. I. ou 6200 u. p.; le sérum 678, 
5 000 U.I. ou 70000 u. p. (1/70 000 ml de ce sérum neutralise 
0,5 mg de toxine OE 10, soit 131 DMm). 


III. Dans les trois derniers cas, il faut vingt a soixante-dix fois 
moins de certains sérums fratchement prélevés pour neutraliser 
0,5 mg de toxine edematiens que pour en neutraliser 5 mg. 
Ces résultats aberrants sont les suivants : 

Premier exemple. — 5 mg de toxine OE 10 sont totalement neu- 
tralisés par 1/1500 ml de sérum 628 (toutes les souris survivent) 
et incomplétement neutralisés par 1/1 800 ml de ce sérum (toutes 
les souris meurent). Théoriquement, 1/18 000 ml du méme sérum 
ne devrait pas supprimer toute la nocivité de 0,5 mg de toxine. 
Or, expérimentalement, 1/30 000 ml de sérum annule totalement 
la nocivité de cette quantité de toxine (toutes les souris survivent 
a l’injection) ; par contre, 1/40 000 ml de sérum neutralise incom- 
plétement 0,5 mg de toxine (toutes les souris meurent). D’aprés 
ces titrages, le sérum mentionné titre 1500 a 1800 U.I.; il 
semble contenir 30 000 4 40000 unités provisoires, soit deux fois 
plus environ que nous l’avions calculé en appliquant la régle 
des proportions multiples. 

Deuxiéme exemple. — Il faut 1/1 800 ml de sérum 9387 a pour 
neutraliser totalement 5 mg de toxine; 1/2000 ml de ce sérum 
ne détermine pas la neutralisation totale. I] suffit d’employer ce 
sérum a la dose de 1/60 000 ml pour neutraliser totalement 
dix fois moins de toxine. Dans le tableau I, nous avons noté 
que ce sérum titre 1 800 4 2000 U. I. ou 60000 4 80000 unités 
provisoires. En nous basant sur le résultat exprimé en unités 
internationales, nous avions supposé que ce sérum contiendrait 
seulement 18 000 4 20000 u. p. 

Troisiéme exemple. — La moitié des souris qui recoivent 
1/700 ml de sérum 963 a additionné de 5 mg de toxine OE 10 
survivent ; il suffit d’ajouter 1/50 000 ml de ce sérum 4 0,5 mg 
de la méme toxine pour protéger la moitié des souris injectées. 
Le premier résultat indique que le sérum titre 700 U.I.; le 
deuxiéme laisse supposer qu’il contient 50000 unités provi- 
soires, c’est-a-dire sept fois plus que nous le pensions. 
Le 963 a manifeste donc un pouvoir combinant relativement 
considérable a l’égard de la toxine cdematiens employée a 


faible dose. 


En consultant le tableau I, on voit que le sérum 628 provient d’un 
cheval en immunisation depuis quarante-neuf mois ; les sérums 937 a 
et 963 a sont respectivement prélevés aux mulets 937 et 963 trois mois 
et demi aprés la premiére injection d’anatoxine a@dematiens, Faisons 
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remarquer qu’en titrant le sérum fraichement prélevé 963 c, fourni 
par le mulet 963 six mois et demi aprés le début de Vimmunisation 
indiquée, nous trouvons des résultats sensiblement normaux, pulsque 
le rapport entre le titre exprimé en unités provisoires et le titre inter- 
national de ce sérum est égal & 12,4 (au lieu de 10) ; ceci montre que 
la constitution du sérum de l’animal change fortement en peu de 
temps (le temps écoulé entre le prélévement des sérums 963 a et 963 ¢ 
est seulement de trois mois). 


Aprés avoir observé que les résultats des titrages effectués 
respectivement vis-a-vis de 5 mg ou de 0,5 mg de toxine OE 10 
(c’est-a-dire vis-a-vis de 1315 DMm ou 131 DMm) indiquent 
qu’il faut parfois vingt 4 soixante-dix fois plus de sérum pour 
neutraliser 5 mg de toxine cdematiens que pour en neutraliser 
0,5 mg, nous avons chauffé pendant une heure dans un bain- 
marie a 56° une partie aliquote des 3 sérums fraichement pré- 
levés 628, 937 a et 963 a dont nous venons de mentionner I’activité 
avant tout chauffage. Nous avons recherché ultérieurement l’in- 
fluence du chauffage A 56° sur l’activité antitoxique de plusieurs 
autres sérums ; dans le tableau II, ot sont inscrits les titres des 
sérums chauffés 937 a et 963 a, nous notons les résultats obtenus 
avec les sérums 937 b et 963 c ; dans le tableau III, nous donnons 
les titres des sérums 628, 937 c, 937 d, 963 b, 383, 699 et 679 b. 


Les sérums 937 b, 937 ¢ et 937 d sont prélevés au mulet 937 respec- 
tivement quatre mois et demi, cinq mois et demi et six mois et demi 
aprés la premiére injection d’anatoxine cdematiens ; le sérum 962.6 
est prélevé au mulet 963 cing mois et demi aprés le début de l’immu- 
nisation anti-edématiens. Les sérums 383, 699 et 679b sont des 
sérums de chevaux (voir dans le tableau I Ja durée de l’immunisation). 


Pour titrer tous les sérums chauffés, nous avons naturellement 
utilisé comme doses d’épreuve de toxine wdematiens 5 mg et 
0,5 mg de la préparation OE 10. En méme temps, nous avons 
recommencé le titrage des sérums non chauffés pour bien com- 
parer tous les résultats et nous rendre compte du méme coup si 
Vaffinité des sérums récoltés depuis dix a vingt jours restait 
stable pendant ce laps de temps. 


PoUVoIR ANTITOXIQUE COMPARE DES SERUMS ANTI-cedematiens 
TITRES AVANT ET APRES UNE HEURE DE CHAUFFAGE A 56°. 


Nos différents titrages donnent les résultats suivants : le 
serum 963 a non chauiffé titre encore 700 U.I. lorsque la dose 
d’épreuve de toxine utilisée est de 5 mg et 50000 u. p. quand 
le titrage est fait en présence de 0,5 mg de toxine. Aprés 
une heure de chauffage a 56°, le sérum 963 a contient 600 U. I. 
{troisiéme colonne du tableau II) ou 6000 u. p. (quatriéme 
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colonne du méme tableau). Ainsi donc, il faut dix fois moins 
de sérum 963 a chauffé pour neutraliser 0,5 mg de toxine que 
pour en neutraliser 5 mg ; par conséquent, les doses protectrices 
de ce sérum chau/ffé sont proportionnelles aux doses de toxine 
employées dans le titrage. Un simple calcul montre que 10 unités 
provisoires de sérum 963 a chauffé correspondent 2 1 unité inter- 
nationale. 


Tas.eau Il. — Pouvoir antitoxique, aprés une heure de chauffage a 
56°, de 5 serums anti-edematiens f aichement prélevés. Titres 
exprimés en unites toternationales (U.I.) et en unites provisoues 
(u p) par ml de sérum. 


Durée de Titre recherché | Titre recherché 
Numéro l?immunisation} en présence de en présence de 
du anti-oedematiens | 5 mg de toxine 0, 5 mg de toxine 
Sérum de 
l?animal donneur (ts) e) (up) 


1800-2000 18,000-20.000 


2200 24.000 


600 6.000 


450-500 4.500-5.000 


Les résultats du Utrage du sérum 963 a non chauffé avaient 
révélé une anomalie prononcée, puisqu’ils avaient mis en évidence 
que pour neutraliser 0,5 mg de toxine il fallait soixante-dix fois 
moins de ce sérum que pour en neutraliser 5 mg. Les résultats 
du titrage du sérum 963 a chauffé prouvent que cette anomalie 
est supprimée par le chauffage & 56° pendant une heure. Une 
élévation de température aussi modérée, pendant un temps assez 
court, suffit done pour faire disparaitre la cause de l’efficacité 
imprévue des doses minimes d’immunsérum frais mis en contact 
avec une faible dose de toxine wdematiens. Semblable constata- 
tion découle des titrages suivants. 

Les nouveaux contréles confirment que le sérum 937 a non 
chauffé titre encore 1 800 4 2000 U. I. et 60000 a 80000 u. p. 
Le sérum chauffé contient 78 000 a 20000 u. p. Donc 10 unités 
provisoires de ce sérum chauffé correspondent a 1 unité inter- 
nationale comme dans le cas précédent. 
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Le sérum 628 non chauffé titre toujours 1500 a 1800 U. I. 
et se comporte comme s’il contenait encore 30 000 a 40 000 u. p. ; 
le sérum 628 chauffé contient 15 000 a& 18 000 u. p. (tableau III). 
Une fois de plus, 10 unités provisoires de sérum chauffé corres- 
pondent 4 1 U.L. 


Tasusau Ill. — Pouvoir antitoxique de sept serums anti-edematiens 
fraichement prélevés. Les sérums sont titrés avant et aprés 
une heure de chauffage a 56°; les titres sont exprimés en unités 
internationales (U.I.) et en unités provisoires (u.p.) par ml de 
sérum. 


Titre des sérums 
chauffés pendant 


1h, a 56° 
(up) 


30. 000-40. 000 15,000-18.000 


30.000 20.000 


5.000-6.000 3.500-4.000 


18.000 15,000 
4.000 3.500 - 4,000 
2.000 2.000 


35.000 35.000 


Etant donné l’économie de toxine eedematiens que l'on fait lorsqu’on 
titre les sérums en présence du dixiéme de la dose L + d’une telle 
toxine, il est intéressant de savoir qu’il est permis d’utiliser cette dose 
d’épreuve de toxine au cours du titrage des sérums cedematiens chauffés 
pendant une heure a 56° ; en divisant par 10 les résultats des dosages 
réalisés dans ces conditions, on obtient des nombres qui indiquent 
correctement en unités internationales anti-ceedematiens le titre anti- 
toxique des sérums examinés. 


Ainsi que nous Tavons dit précédemment, nous avons non 
seulement chauffé et titré les 3 sérums que nous venons de 
mentionner, mais plusieurs autres encore. Parmi ceux-ci 
citons-en 4 : les sérums 699 et 679 b ne s’atténuent pas pendant 
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le chauffage ; le sérum 383 perd 6 a 8 p. 100 de son activité anti- 
toxique et le sérum 937 d, 16 p. 100 (tableau III). 

L’ensemble de nos résultats met en paralléle les notions sui- 
vantes : 

a) Certains sérums anti-oedematiens fraichement prélevés, non 
chauffés (sérums 963 a, 937 a, 628), ont une constitution telle 
que leur pouvoir combinant a la toxine cedematiens employée 
a faible dose (0,5 mg) est deux a sept fois plus élevé que 
celut des sérums correspondants chauffés pendant une heure & 56°. 

b) Ce chauffage, par contre, ne modifie pas ou que trés peu 
Vaptitude des mémes sérums a supprimer la nocivité de la toxine 
cedematiens employée a dose élevée (5 mg); rapprochons, en 
effet, les résultats que nous avons obtenus lorsque nous avons 
recherché vis-a-vis de 5 mg de toxine le titre antitoxique des 
sérums avant et aprés les avoir maintenus une heure a 56° (de 
tels résultats mdiquent en U.I. le titre des sérums examinés). 
On voit, par exemple, que le sérum 937 a titre 1 800 4 2 000 U. I. 
avant et aprés le chauffage. Le sérum 963 a non chauffé titre 
700 U. I. et Je sérum chauffé, 600; la diminution d’activité anti- 
toxique que provoque le chauffage est appréciable dans ce cas, 
mais relativement légére. 

c) Lorsqu’on porte pendant une heure 4 56° des sérums anti- 
cedematiens qui manifestent une avidité normale envers la toxine 
ceedematiens, on constate que le chauffage indiqué ne diminue pas, 
ou abaisse seulement de 6 a 16 p. 100 leur pouvoir combinant 
a la toxine ewdematiens utilisée a faible ou forte dose. Remar- 
quons, en effet, les résultats observés en titrant les sérums 679 b 
et 937d (tableau III). Le sérum 679 b titre 35000 u. p. et 
3500 U.I. aprés une heure de chauffage 4 56°, comme avant 
cette élévation de température. Le sérum 937 d titre 18 000 u. p. 
avant le chauffage et 15 000 apres. 

Aprés avoir observé l’influence du chauffage 4 56° sur l’acti- 
vilé antitoxique des sérums anti-cedematiens 963 a, 937 a et 628 
titrés en présence d’une faible dose de toxine edematiens (0,5 mg) 
peu de temps aprés la saignée des animaux donneurs, nous 
avons envisagé de recommencer plusieurs mois plus tard le titrage 
des mémes sérums. 

Nos recherches antérieures [2] sur la diminution d’avidité que 
peut subir un sérum anti-histolylicum pendant le  vieillisse- 
ment (2), nous engageaient, en effet, 4 rechercher si un tel chan- 


(2) En 1947-1948, nous avons signalé les faits suivants : 1° Lorsqu’on 
mélange dans des proportions précises des sérums anti-perfringens, 
anti-septicum, anti-ceedematiens et anti-histolyticum de titres anti- 
toxiques connus, on obtient des solutions dont le titre anti-histolytique 
déterminé expérimentalement dépasse parfois de 50 a 85 p. 100 le titre 
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cement étail susceptible de se produire en quelques mois dans 
les trois sérums anli-edematiens précédemment cités. 


PouvoIR ANTITOXIQUE DES SERUMS ANTI-oedematiens 
\PRES PLUSIEURS MOIS DE CONSERVATION A LA TEMPERATURE AMBIANTE. 


L’essai est fail avec 3 sérums ayant manifesté, aussitot apres 
le prélévement, une avidité inattendue pour la toxine edematiens 
employée a faible dose. Une portion des sérums 9638 a, 937 a 
et 628 n’est pas chauffée a 56°; une autre est portée a 56° 
pendant une heure; le tout est conservé pendant cinq mois 
jd une température de 22-24°, puis titré en présence de 0,5 et 
5 mg de toxine OE 10. 


RESULTATS DES TITRAGES EN PRESENCE DE 0,5 ING DE TOXINE. — 
1° Pendant la conservation, les sérums chauffés perdent environ 
10 p. 100 de leur pouvoir neutralisant. 

2° Les sérums non chauffés, mais 4gés de 5 mois, ont un titre 
égal ou légérement inférieur 4 celui des sérums correspondants 
chauffés a 56°, puis conservés pendant cinq mois. Pendant le 
vieillissement indiqué, les sérums non chauffés sont done devenus 
comparables A des sérums chauffés a 56°. 


R&ESULTATS COMPARES DES TITRAGES EFFECTUES EN PRESENCE DE 0,5 
ET DE 5 mg DE TOXINE. — Pour neutraliser 0,5 mg de toxine OF 10, 
il faut dix fois moins de sérum Agé de 5 mois que pour neutraliser 
5 mg de cette toxine, 


Risume. 


Le titre antitoxique de divers sérums anti-edematiens de 
type A, fraichement prélevés, est déterminé en présence de toxine 
aedematiens homologue préparée en bouillon Vf, puis précipitée 
par le sulfate neutre d’ammonium et desséchée. Deux doses 
d’épreuve de toxine cdematiens sont utilisées au cours des 
recherches : la dose L+ de cette toxine et le dixiéme de la 
dose L+. 

Le rapport entre le volume de sérum qui neutralise la dose L+ 
de la toxine employée dans le titrage (5 mg) et le volume de 
sérum qui neutralise le dixieme de la dose L+ (0,5 mg) est 
souvent égal ou légérement supérieur a 10. 


prévu par le calcul. 2° Si le sérum anti-histolytique ajouté aux autres 
sérums antigangréneux est employé aprés une longue conservation 
a’ la température ambiante ou aprés délipidation, le titre anti- 
histolytique expérimental du mélange ainsi préparé concorde prati- 
quement avec le titre théorique. 
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Parfois, ce rapport est égal a 20, 4 30 ou a 70; ces valeurs 
élevées révélent que certains sérums anti-edematiens fraichement 
prélevés, non chauffés, titrés en présence d’une faible dose 
de toxine cdematiens (0,5 mg) manifestent une activité anti- 
toxique deux 4 sept fois plus grande que celle qu’ils auraient 
da théoriquement exercer. De tels sérums perdent leur surcroit 
relatif d’affinité pour une faible dose de toxine cdematiens 
lorsqu’ils sont chauffés a 56° pendant une heure ou conservés 
a la température ambiante pendant quelques mois; cependant, 
leur aptitude 4 neutraliser une quantité dix fois plus grande de 
toxine ne change pas ou ne diminue que faiblement au cours du 
chauffage et du vieillissement indiqués. Si on fait agir ces immun- 
sérums chauffés, ou agés de plusieurs mois, sur des poids de 
toxine cdematiens variant de 1 a 10 (sur 0,5 et 5 mg par 
exemple), on constate alors que les doses protectrices de chaque 
sérum sont proportionnelles aux quantités de toxine employées. 
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INFLUENCE DU COBALT ) 
SUR LA MULTIPLICATION DE STAPHYLOCOCCUS AUREU 
ET SUR L’ACTIVITE ANTISTAPHYLOCOCCIQUE 
DE LA PENICILLINE 


par Micne, FAGUET (*). 


(Institul Pasteur, Service du Bactériophage.) 


Le cobalt occupe une place importante en biologie, parmi les 
oligoéléments dont l’ensemble ne constitue que 0,1 p. 100 de ‘a 
substance des organismes vivants. G, Bertrand [4] et son école 
ont montré l’activité biologique du cobalt et jeté les fondements 
de sa biochimie. aa td 

Dans la classification de Mendeleeff, le cobalt occupe la place 27 
entre le fer (26) et le nickel (28), bien que son poids atomique 
soit supérieur 4 celui du nickel, anomalie restée longtemps sans 
explication. 

De nombreux auteurs ont mis en évidence le rdle du cobalt dans 
certaines réactions enzymatiques et l’on sait qu’il est l’un des 
constituants de la molécule de la vitamine B,,. Pratt et Dufre- 
noy [2] ont montré que l’addition de tres faibles doses de chlorure 
de cobalt (de l’ordre du microgramme par centimetre cube de 
milieu) a la pénicilline renforgait considérablement son action 
in vitro et méme in vivo : 256 microgrammes de chlorure de cobalt 
ajoutés 4 2000 unités de pénicilline et appliqués a la souris 
infectée par LEberthella typhosa équivalaient a J activité de 
4 000 unités de pénicilline {3}. 

Nous avons pensé qu il était intéressant d’étudier l’action du 
cobalt sur Staphylococcus aureus, en utilisant la méthode des 
enregistrements continus de la multiplication microbienne par le 
microbiophotométre enregistreur MECI. Cette technique permet, 
en effet, de déceler des influences méme minimes, sur la crois- 
sance bactérienne [4]. 


EXPERIENCES ET RESULTATS. 


Pour ce travail, nous avons utilisé le microbiophotométre enre- 
gistreur MECI, qui permet |’enregistrement continu de six courbes 


* a Le , las o ° 2 2 La ~ - 
(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 novembre 1953. 
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de croissance simultanées, correspondant A six cultures diffé- 
rentes. 

Ces cultures étaient placées dans des cuves circulaires de 
22 mm de diamétre, convenablement agitées. La température était 
réglée automatiquement a 387° C. 

‘Le milieu de culture était constitué par une cau peptonée 
(peptone UCLAF) 4 3 p. 100 et glucosée a 0,3 p. 100. 

Les: germes utilisés étaient des souches de Staphylococcus 
aureus (CH, et OX,). Les ensemencements étaient faits a partir 


St.qureus (Souche CH;) 


tr (109 germes/em3! 


t2(0,5x10%germesjem3 


a aan _, HEURES 

Q j 2 2 4 5 6 7 8 ) I 
Fic. 4. — Courbes de croissance, enregistrées au microbiophotométre, de Sé. 
aureus (souche CH;). En abscisses, les heures; en ordonnées, la transmission 
optique de la culture ou son équivalent en nombre de germes par centimétre 
cube. 4. Courbe de croissance témoin de St. aureus (souche CH,) en milieu 
ordinaire. Les courbes 3, 5, 6, 2, 4 représentent la culture de St. aureus 


(souche CH,) dans le méme milieu additionné respectivement de 100, 75, 50, 
150 et 250 microgrammes de chlorure de cobalt pour 20 cm? de milieu. 


d’une cullure en eau peptonée glucosée prise 4 la sixieme heure 
de sa croissance a 387°. Le nombre de germes a Vorigine était 
voisin de 10° par centimétre cube. . 

Dans une premiére série d’expériences, nous avons étudié 
Vaction du chlorure de cobalt seul sur la multiplication de Staphy- 
lococcus aureus aux doses de 75, 100, 150, 250 et 375 micro- 
erammes pour 20 cm* de milieu de culture. Les courbes de la 
figure 1 résument cette étude. Elles montrent qu’a ces doses, le 
chlorure de cobalt favorise la croissance de St. aureus (souche 
CH,). 'La dose de 100 microgrammes pour 20 cm* est la dose 
optimum. sige 

Dans une seconde série d’expériences, nous avons étudié 
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Vaction de la pénicilline aux doses sub-bactériostatiques et son 
action renforeée par l’addition de chlorure de cobalt. Pour 
St. aureus OX,, la dose de 0,03 unité de pénicilline par centi- 
métre cube empéche totalement la croissance. Nous avons utilisé 
la dose de 0,02 unité par centimétre cube et celle, dix fois mo:ns 
forte, de 0,002 unité par centimé're cube, additionnée de 25 micro- 
grammes de chlorure de cobalt pour 20 cm* de miheu, nous 
rapprochant ainsi des conditions expérimentales indiquées par 
Pratt et Dufrenoy. Les courbes correspondant a cette expérience 


T % 


{ 
4 
2 
t,( 10° germes/em3) 3 
, (8% 10° ) 5 
eae 
6 
= HEURES 
2, 4 6 8 10 
Fic. 2. — Courbes de croissance enregistrées au microbiop’ otométre de Sé. 


aureus (souche OX,) dans un milieu constitué par une eau pept née & 3 °/., 
gluocsé & 0,3 °/,. 4. Courbe de crvissance témoin de s/, aureux isouche OX,). 
2 et 4. Courbes de croissanc: de St. aureus ((X,} dans le méme milieu, : 
additionné de 0,002 unite de pénicilline par centimétre cube et de 25 micro- 
grammes de chlorure de cobalt pour 20 cm de milieu. 3 et 5. Courbes de 
croissance de St. aureus (OX,) dans le méme milieu, additionné de 0,02 
unité de pénicilline par centimétre cube: 


(fig. 2) montrent que l’association cobalt (25 microgrammes)- 
pénicilline (0,002 uni‘é par centimetre cube) [courbes 2 et 4] n’a 
pas une action aussi énergique que 0,02 unité de pénicilline par 
centimétre cube (courbes 3 et 5). 

Dans une troisiéme série d’expériences, nous avons augmenté 
la dose de cobalt et nous l’avons portée a 50 microgrammes pour 
20 cm*® de milieu (courbe V) et a 75 microgrammes (courbe VI). 
Les courbes II, III, IV représentent la croissance de St. aureus 
(souche CH,) en présence de quantités croissantes de pénicilline : 
0,015 unité par centimétre cube, 0,017 unité par centimetre cube 
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et 0,02 unité par centimétre cube. L’étude des courbes montre : 
1° que le max:mum de la croissance pour les cultures ayant recu 
du cobalt et de la pénicilline est atteint plus rapidement qu’avec 
les cultures n’ayant regu que la pénicilline ; 2° que l’addition 
de 50 microgrammes de chlorure de cobalt A 0,015 unité de 
pénicilline (courbe V) raméne le maximum de croissance a d,, 
qui est approx:mativement a égale distance de d et de d,; cela 
correspond a une diminution de l’ordre de 20 p. 100 du nombre 
des germes de la culture représentée par la courbe II. 

Dans les séries précédentes d’expériences, toutes les cultures 


T% 


Z as: 
OmieHEuRES*+12 = 13 14 5 te ~t¢7 18 19.20 


Fic. 3. — Courbes de croissance, enregistrées au microbiophotométre MECI, 
de St. a reus (souche CH;).1, courbe de croissance de S¢. aureus (souche CH,), 
en milieu ordinaire; Il, III, 1¥V, courbes de croissance de St. aureus 
(souche CH,); le milieu a été additionné respectivement de 0,015, 0,010 et 
0,02 unité de pénicilline par centimetre cube; V, courbe de croissance de St. 
aureus (souche CH, en milieu ordinaire, additionné de 0,045 unité par centi- 
métre cube de pénicilline et de 50 microgrammes de chlorure de cobalt; 
VI, courbe de croissance de St, aureus (souche CH;,) en milieu ordinaire, 
additionné de 0,015 unité de pénicilline par centimétre cube et de 75 micro- 
grammes de chlorure de cobalt. 


étaient obtenues par ensemencement avec 10° oe par cenli- 
métre cube d’une culture en eau peptonée glucosée, agée de 
6 heures, a |’étuve et a 37° C. a 

Dans la quatri¢me série d’expériences, nous avons utilisé des 
cultures agées d’une semaine pour effectuer les ensemencements 
(fig. 4). 3 

Nos essais nous ont permis de constater que l’association du 
chlorure de cobalt a des doses de pénicilline sensiblement égales 
a celles des expériences précédentes augmentait Vactivité de la 
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pénicilline ; c’est ainsi qu’é son maximum, la culture additionnée 
de cobalt et de pénicilline contenait une quantité de germes 
inférieure d’environ 30 p. 100 a celle de la culture contenant ‘la 
pénicilline seule. 


Discussion. 
Nos expériences montrent, d’une part, qu’aux doses comprises 


entre 2 et 5 microgrammes par centimétre cube, le chlorure de 
cobalt posséde une action favorisante sur la croissance de 


1T % 


HEURES 

1 5 bea en Va 1 H Ls 

10 12 14 16 18 20 

kc. 4. — Courbes de croissance, enregistrées au microbiophotométre, de : A, Sé. 
aureus (souche CH,), B, Sé. aureus (souche OX;). A,, courbe de croissance de 
St. aureus (souche CH,) cultivé en milieu ordinaire, additionné de 100 micro- 
grammes de chlorure de cobalt pour 20 cm® de milieu. 3. Courbe de crois- 
sance de St. aureus (souche CH,). Le milieu a été additionné de 0,02 unité 
de pénicilline par centimétre cube. 5. Courbe de croissance de St. aureus 
(souche CH,). Le milieu a été additionné de 0,02 unité de pénicilline et de 100 
microgrammes de chlorure de cobalt. 4. Courbe de croissance de St. aureus 
(souche OX;,). Milieu additionné de 0,02 unité de pénicilline. 6. Courbe de 
croissance de Sé. aureus (souche OX,). Milieu additionné de 0,02 unité de 
pénicilline et de 100 microgrammes de chlorure de cobalt. 


St. aureus, et que, d’autre part, ces mémes doses qui ne. sont 
done nullement inhibitrices renforcent cependant l’activité: bacté- 
riostatique de la pénicilline. 

Knight [5] croit que cette augmentation de l’activité antibiotique 
de Ja pénicilline par le chlorure de cobalt provient, soit de la 
formation d’un complexe entre le cobalt et les groupes — SH de 
la cellule, soit en amenant le potentiel d’oxydo-réduction plus 
pres de Poptimum pour l’activité de la pénicilline. 
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Gros et Macheboeuf [6] ont montré que la pénicilline cause des 
perturbations dans le métabolisme ribonucléique des bactéries. 
Krampitz et Werkman [7], utilisant S. aureus, ont observé une 
action inhibitrice de la pénicilline sur certains processus oxyda- 
tifs liés 4 l'utilisation du ribose au cours du catabolisme de l’acide 
ribonucléique. 

Enfin, Boivin et ses collaborateurs [8] ont vu que Ja pénicilline 
empéche la synthése de Vacide ribonucléique au cours de la 
croissance bactérienne. Toutefois, la premiére étape du catabo- 
lisme de Jl’acide ribonucléique ne semble pas directement 
influencée par Vantibiotique, car Macheboeuf a montré, en effet, 
que Vactivité de la ribonucléase n’est pas modifiée par la péni- 
cilline. Récemment, Miura et Nakamura [9], étudiant l’action 
inhibitrice de substances variées sur la ribonucléase, ont trouvé 
que le chlorure de cobalt possede une action inhibitrice impor- 
tante (12 4 13 p. 100), alors que celle du nickel est de 1 p. 100 
et celles du fer et du manganése de 0 p. 100. On peut donc penser 
que augmentation du pouvoir antibiotique de la pénicilline par 
addition de chlorure de cobalt résulte d’une action sur la premiére 
étape du catabolisme de l’acide ribonucléique, étape non touchée 
par la pénicilline seule. 

Enfin, un dernier effet peut s’ajouter au précédent ; inhibition 
de la ribonucléase entraine une diminution de l’autolyse des 
cellules bactériennes {40}. Or, les germes en croissance [44] 
ulilisent peut-étre les produits de cette lyse microbicnne ; c’est 
pourquoi, si l’on introduit dans la culture un facteur qui diminue 
ou supprime l’autolyse, on diminue de ce fait la croissance de la 
culture et il en résultera indirectement un effet de synergie. 


CONCLUSIONS. 


Nous avons étudié la croissance de deux souches de Staphylo- 
coccus aureus en présence de quantités de chlorure de cobalt, 
variant de 1 45 microgrammes par centimetre cube de milieu de 
cullure. 

L’addition de ces faibles quantilés de chlorure de cobalt stimule 
la croissance de St. aureus. Toutefois les mémes quantités ajoutées 
au milieu contenant déja une quanlité déterminée de pénicilline 
accroissent le pouvoir antibiotique de cette derniére. 

Le mode d’action du chlorure de cobalt nous parait relié 4 son 
action inhibitrice sur la ribonucléase et peut-étre, par surcroit, 
4 la diminution de la lyse bactérienne qui en résulte. 
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LA CONTAMINATION DES POISSONS 
ET LE PROBLEME DES EAUX POLLUEES 


par A. GUELIN 


(Laboratoire de Biologie Marine de Plymouth 
et Institut Pasteur, Paris.) 


Dans une de nos publications précédentes, nous avons rapporté 
que V’intes'in des poissons, péchés au large de la Méditerranée, 
est exempt d’Entérobactéries, tandis que les poissons, péchés 
dans la zone littorale, présentent souvent une flore intestinale 
analogue a celle de l’homme ou des animaux a sang chaud. 

Etant donné que les eaux prélevées loin des cédtes sont, en 
général, dépourvues de bactéries et de bactériophages intestinaux 
(qu’on rencontre en grande abondance dans la zone littorale), nous 
nous sommes demandé si l’état bactériologique des viscéres des 
po:ssons reflétait létat sanitaire des eaux ot ces polssons se 
dépiacent. La question ainsi posée souléve un certain nombre de 
problémes d’ordre écologique et physiologique. 

Jusqu’a présent, les recherches bac‘ériologiques sur les pois- 
sons ont eu pour objet principal la détection de la présence 
WE. coli. La plupart des auteurs considérent la contamination 
par ce germe comme purement accidentelle, mas ils ne donnent 
aucune précision sur sa durée. Markoff affirme que tot ou tard 
les poissons se débarrassent de l’infection contractée. D’aprés 
ZoBell, les Entérobactéries ne font pas partie de la flore habituelle 
des poissons, mais, une fois installées, elles peuvent s’y mainteni: 
longtemps. 

L’hypothése, émise par R. Buttiaux au cours de nos précé- 
dentes recherches, sur |’impossibili‘é pour les Entérobactéries de 
survivre dans le tube digestif des poissons, nous a conduite a 
l'étude de la contamination expérimentale de ces derniers. 

Toutes les expériences ont été faites au Laboratoire de Biologie 
Marine de Plymouth. Le matériel recueilli a élé étudié a l’Ins‘itut 
Pasteur, au Service du Bactériophage. 

Au cours de ces expériences, 61 exemplaires de Clenolabrus 
rupestris, de taille moyenne, ont été contaminés soit par FE. coli-16 
(33 exemplaires), soit par le coli-phage 36 (28 exemplaires). La 


(*) Manuscrit recu le 20 octobre 1953. 
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souche d’E. coli-16 nous a été obligeamment donnée par le 
Dt P. Nicolle, & qui nous adressons nos sincéres remerciements. 

L’étude physiologique, biochimique et sérologique d’E. coli-16, 
faite par le D™ Le Minor, a donné les résultats suivants : 


Antigéne-O! 2 35s S.. 22 eie-ae oee ee O 16 
PANE ee ecm NG CNL. STOR ec L, ; 
Antigens oc <0 x -.selre Neier eee Absence de l’antigéne HH. 
Mobilités. -. 1. ee te ee 0 

KylOSOmi. Tee ways ie ere +! 
Arabinose :°<. «2. 2 ee eet “+1 
Glucose sc... ea ee ee “ehh gars 
Mannitol. — ca) <0) sc eS encase eee oes +1 
Dulettolid,. 5 x...cuss seer ae MO ee +! 
ACOSO 5... c 26. as es hal ota ee ee +! 
MaltOs@ ix 205 «hececcis Soeiixce tee oars S +1 
Saccharose:t.<_ a cpniee se eae ee = 0 
Salicing. 5.6. «2 cosets: Beton aan 42 
INOSItON. "= 5, Bo cee simemer Semrmmenten a tere 0 
Sérbitol 2: 298. SR Eee . eee 0 

Rouge meutre: «4. wise tite ies, aes +? 
Cittate. cas: = yautaac era ten poe 0 
UP6RS86 (gs slo so eres sve acute erael cee. age 0 

INdGIO 3, gt Gee ee Oe eee) roe ene ane + 

H,S eo ee let 1.6L or. arte we ie Oe. ee OR eS Oe «a Py Ss 0 
Red=methylitest. mealies eure aeedes! e +. 
Woges-Proskauers <0 aig aus eens) eeuts dees 0 


Hémolyse des globules rouges de cheval : légére. 


Sensibilité aux antibioliques (technique sur boites de gélose.) 


Péenicilline: 2). (4... Sites deP> fone Résistant & plus de 4 U.I. 

SELGDLOINY CNG: ruin ceins oiler _ _ 4 meg/ml 
AUYCOMIVCINO.. cue ss ot wee — a 4 mcg/ml 
MOLlamiyGiue tse ac  S e — — 2 meg/ml 
Chloromycétine:@. n=). 24 ee _ — 14 mcg/ml 


La contamination des 33 poissons par LE. coli est effectuée dans 
un bocal contenant de eau de mer, aérée par passage d’air 
comprimé. Les bactéries d’une culture de dix-huit heures, pré- 
levée 4 la surface de la gélose peptonée, sont introduites dans 
eau du bocal. ‘Le titre de la suspension est de 3.10° bactéries 
par centimélre cube d’eau. Les poissons, aprés avoir séjourné 
pendant soixante minutes dans cette eau, sont transportés dans 
un aquarium contenant de l’eau non infectée. 

La contamination des 28 poissons par le bactériophage 
s’effectue, pendant soixante minutes, dans d’autres bocaux conte- 
nant 2.10° corpuscules phages par centimetre cube d’eau. 

‘Le bactériophage coli-386, ul'lisé pour la contamination du 
deuxiéme lot de poissons, n’est pas actif vis-a-vis de la souche 
f. coli-16. Le filtrat bactériophagique est préparé en eau peptonée 
glucosée, en présence d’E. coli-36 (souche de Burnet). 
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Les deux lots de poissons sont nourris avec des vers, Arenicola 
marina, ramassés a marée basse, dans le sable, le long de !a 
cote. 

Quotidiennement, quelques poissons de chaque lot sont placés 
dans de petits récipients vides. AussitOt que les poissons sont 
morts, leurs viscéres sont prélevés stérilement, placés dans des 
verres de montre, broyés et additionnés de 10 ml d’eau peptonée. 
On procéde ensuite a la recherche soit des bactéries, soit des 
bactériophages. 

Pour la recherche d’E. coli, on prépare des dilutions du broyat 
en eau peptonée ; 0,05 ml de chaque dilution est étalé sur des 
plaques de milieu de Kristensen. Le reste de la suspension est 
éprouvé de nouveau, aprés son enrichissement a 37° pendant 
vingt-quatre heures. FE. coli-16 cullive bien sur la gélose de 
Kristensen, formant des colonies jaune clair. 

Dans les cas ot les viscéres infectés contenaient un germe 
virant au jaune le milieu de Kristensen, |’étude des caractéres 
culturanx, biochimiques et sérologiques des colonies isolées a été 
accompagnée par la recherche de la sensibilité de ce germe au 
coli-16. Ces différentes épreuves, en particulier l’épreuve séro- 
logique, nous ont donné la certitude que les souches d’E. coli, 
isolées des viscéres, provenaient effectivement de la souche 
FE. coli-16 avec laquelle les poissons avaient été infectés aupa- 
avant, 

Pour la recherche du bactériophage C36 dans les viscéres 
des poissons, le broyat est titré sur une plaque de gélose peptonée, 
ensemencée avec une suspension dense dd’. coli-36. Le reste du 
broyat est de nouveau éprouvé, aprés son enrichissement a 37° 
pendant six heures. 

Pour éliminer, chez les poissons, |’éventualité de la présence 
d’E. coli ou du coli-phage avant les expériences, nous avons 
examiné 19 spécimens de Ctenolabrus rupestris, prélevés dans !e 
lot destiné a étre contaminé. Dans presque tous les cas, les 
plaques de gélose de Kristensen sont restées stériles, quarante- 
huit heures aprés leur ensemencement avec les suspensions de 
viscéres broyés. Nous n’avons jamais décelé l’existence d’E. coli, 
ni de coli-phage chez les poissons, avant l’expérience. 

Les échantillons d’eau prélevés dans les aquariums, ainsi qu’en 
différents endroits du port de Plymouth, ont été examinés pour 
y rechercher Ja présence de bactériophages intestinaux. Les 
enrichissements de phages ont été faits sur Salmonella typhi Vi, 
Salmonella paratyphi B, E. coli-86 et FE. coli-16. Les résultats 
ont été les suivants : 

Le bactériophage coli-36 a été conslamment isolé 4 3 km de 
la cote. Nos observations précédentes sur la présence du coli- 
phage 36 au large de |’Océan (Roscoff) et de la Méditerranée 
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BACTERIOPRAGES (DANS 20 ML D BAU) 


S. lyphi VilS. paraty. B) Coli 33 Coli 16 


4° Port de Plymouth. Grand col- | 
lecteur (a 150 m vers la cdte). — _ 
2° Port de Plymouth. Grand col- | 
lecteur (& Lt sortie) . + mal — _— 
3° Port de Plymouth Grand col- 
lecteur (a 150 m vers le large) — | ae 
4° Port de Plymouth Petit col-| | 
lecteur (situé &@ cété du labo- | 
POCO!) econ, se omemes = 
5° Port de Plymouth. Lieu de cap- 
ture des ¢ tenvlabrus rupestris. — 
6° Port de Plymouth. 3 km des 
cotes vers la haute mer... = | — | 
7° Aquariums (arant l’expérience). -- | 


+ + + 
+ + | 


+ + 
Je 


Ler 
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(Villefranche, Nice, Banyuls) ont toujours été négatives. On est 
en droit de se demander s:, dans le port de Plymouth, les eaux, 
contaminées par le stationnement de nombreux bateaux et la 
sortie des collecteurs d’une grande ville, n’accumulent pas le 
coli-phage loin de la céte. 

Les résultats indiqués montrent, également, que l’eau prélevée 
dans le port de Plymou‘h (méme a la sortie du grand collecteur) 
ne contient pas de bactériophage typhique. Le phage paraty- 
phique B a été isolé seulement a la sortie de l’égout principal. 
\appelons que le bactériophage de Salmonella se trouve en 
permanence dans les eaux de la Seine, de la Tamise et de Ja 
Méditerranée (Nice et Villefranche), 4 proximité de la sortie des 
égouts. 


Les résultats de nos recherches sur les Ctenolabrus rupestris 
contaminés soit par coli-phage (28 exemplaires), soit par E. coli 
(33 exemplaires) ont montré que celte contamination n’a pas été 
de longue durée. Les bactéries ont disparu des tubes digestifs 
des poissons en sept jours. Le bactériophage était encore présent 
le huitiéme jour. 


POURCENT\GE POUR’ ENTAGE 
des poissons des poissons 
contaminés par contaminés par 
£. coli le bactériophage 
Apres 18) 4 JOURS 2) gral) eee eee t00 100 
ADEES G6 JOUTS (. paca cee en ee 60 80 
APTeS 1 JOUrS sa ee ee ree Oey tears 0 10 
Apres 8 &42 juts 2c eee eee 0 0 


Cing heures aprés la contamination, nous avons isolé, a partir 
des viscéres des poissons infectés (sans enrichissement préalable), 
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coli-phage et E. coli (ce dernier A |’état pur). Aprés vingt-quatre 
heures, la recherche d’E. coli et du bactériophage nécessitait déja 
un enrichissement du broyat intestinal. Au bout de deux jours, 
le coli-phage et E. coli ont été isolés chez tous les poissons 
sacrifiés, mais E. coli était associé A quelques éléments de Pseu- 
domonas fluorescens qui, a partir de ce moment, sont devenus 
de plus en plus nombreux. Le sixiéme jour, le coli-phage a été 
décelé dans 80 p. 100 et E. coli dans 60 p. 100 des cas. Le 
septiéme jour, aucun poisson sacrifié ne contenait plus d’E. coli. 
Le bactériophage a disparu vers le huitiéme jour, bien que l’eau 
de l’aquarium en ait contenu de faibles quantités, décelables aprés 
enrichissement. Rappelons 4 ce sujet, que le phage coli-36 a été 
trouvé dans les heux de capture des poissons, dont les tubes 
digestifs ne présentaient aucune trace de ce bactériophage. 

Les résultats obtenus avec la contamination expérimentale des 
poissons peuvent contribuer a la confirmation de Vhypothése de 
Buttiaux, suivant laquelle les bactéries intestinales de homme et 
des animaux 4 sang chaud ne s’adaptent pas au tube digestif des 
poissons. 

Ces recherches montrent aussi |’intérét que présenterait l’exa- 
men bactériologique des viscéres de poissons, pour la détermi- 
nation de |’état sanitaire des eaux ot ces poissons se déplacent. 
Cet examen pourrait servir de test pour indiquer |]’éventualité de 
la econ'amination des eaux, étant donné la rapidité avec laquelle 
les poissons se débarrassent des germes ingérés. 

Les résultats exposés sont valables pour les conditions données. 
Il serait intéressant de refaire les expériences avec des poissons et 
des bactéries d’autres espéces. 

C’est grace a l’amabilité et aux conseils du D™ F. S. Russell, 
directeur du ‘Laboratoire de Biologie Marine de Plymouth, que 
ce travail a été effectué. Nous lui en sommes trés reconnaissante. 


Nous remercions vivement le D" R. Buttiaux pour ses indica- 
tions précieuses concernant la mise au point des expériences et 
Videntification des souches de Pseudomonas. 

Nous exprimons notre reconnaissance au D"™ L. Le Minor pour 
l’étude de la souche avec laquelle la contamination des poissons 
a été réalisée, ainsi que pour le sérum agglutinant qu’i] nous a 
obligeamment fourni. 


Resumk. 


Soixante et un exemplaires de Ctenolabrus rupestris ont été 
contaminés par un £. coli et un coli-phage. 

Dans les conditions de nos expériences, les poissons se sont 
complétement débarrassés de cette contamination au bout d’une 
semaine. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 86, n° 3, 1954, 21 
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Ces résultats nous conduisent A conclure que la recherche des 
Entérobactéries et Entérophages chez les poissons pourrait ren- 
seigner sur ]’éventualité d’une pollution des eaux dans lesquelles 
ces poissons séjournent. 
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ETUDE COMPAREE DU TYPE SEROLOGIQUE, 
DE LA SENSIBILITE AUX BACTERIOPHAGES 
ET DE L'‘ANTIBIOGRAMME 
DE 201 SOUCHES DE STAPHYLOCOQUES 
ISOLES PAR PRELEVEMENTS SYSTEMATIQUES 
CHEZ LE NOURRISSON 


par J. PILLET, J. CALMELS, B. ORTA et G. CHABANIER (°*). 


Unstitut Pasteur. Annexe de Garches.) 


Le probléme de l’infection staphylococcique prend actuellement 
une orientation nouvelle en raison de deux ordres de faits qui en 
modifient les données. Ce sont, d’une part, la mise en évidence 
de Vexistence presque constante de staphylocoques au niveau des 
voles reSpiratoires et digestives du sujet sain [4, 2, 3, 4, 5], et, 
(autre part, les progrés des méthodes d’individualisation de ces 
germes, qu’il s’agisse de techniques directes telles que lagglu- 
tination spécifique [6, 7, 8] et la lysotypie [9, 40], ou indirecte 
telle que |’étude de la sensibilité aux divers antibiotiques. L’étude 
actuelle, tenant compte de ces faits, a pour objet Videntification 
et le dénombrement des staphylocoques végétant au niveau des 
cavités naturelles d’une catégorie déterminée de sujets, |’étude 
des rapports pouvant exister entre ces staphylocoques et ceux 
provoquant des lésions chez certains de ces sujets, et la recherche 
de variations possibles de la flore staphylococcique a la suite du 
- séjour a l’hépital et de traitements par les antibiotiques. Ce tra- 
vail nous a permis par ailleurs de comparer dans de bonnes 
conditions les techniques d’individualisation choisies, d’en pré- 
ciser la valeur et de définir les relations pouvant exister entre les 
différentes méthodes utilisées. 

Les sujets étudiés étant des nourrissons hospitalisés, on peut 
tirer de ce travail certaines conclusions d’ordre médical qui 
seront détaillées dans une autre publication [41]. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 novembre 1953. 
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1° Privzvements. — Les prélévements ont été effectués au 
niveau des fosses nasales, du pharynx et de l’anus, chez 31 nour- 
rissons hospiltalisés. Un examen de selles a été effectué systema- 
tiquement. Ces prélévements ont été faits vingt-quatre a quarante- 
huit heures aprés l’entrée & hdpital afin d’éviter au maximum 
les chances de contaminations hospitaliéres. 

Dans quelques cas une seconde série de prélévements a clé 
effectuée aprés séjour A Vhopital et traitement par les anti- 
biotiques. 


2° Tests pe pATHOGENIE. — Chacune des colonies présentant un 
aspect différent sur milieu de Chapman a été repiquée et les 
épreuves suivantes ont été pratiquées sur chacune des souches 
ainsi obtenues : fermentation du mannitol, élaboration de coagu- 
lase, production des toxines a et B. 


3° TEsTs D’INDIVIDUALISATION. — A. Sérologie. — Chacune des 
souches a été testée par agglutination sur lames vis-a-vis des 
9 sérums absorbés préparés a partir des souches I, II, III de 
Cowan [42] et 4, 5, 6, 7, 8, 9 de Christie et Keogh [43]. L’indi- 
vidualité antigénique de ces souches a été vérifiée précédem- 
ment [6, 7, 8]. 

B. Lysotypie. — Nous avons utilisé la technique de Wahl et 
Fouace [40], dérivée de celle de Wilson et Atkinson [9]. Chacune 
des souches a été soumise 4 l’action de 24 phages spécifiques 
convenablement dilués. La trés grande majorité des souches a été 
testée en utilisant deux lysats de concentrations différentes : le 
lysat non dilué et le lysat amené a sa dilution critique. 

C. Antibiogramme. — L’étude de la sensibilité aux antibio- 
tiques peut étre considérée comme un test d’individualisation en 
raison du nombre d’antibiotiques étudiés et de la vwariété des 
types de résistance rencontrés. Nous avons utilisé la méthode des 
disques imprégnés d’antibiotique (disques préparés par 1’Institut 
Pasteur ; antibiotiques utilisés : pénicilline, auréomycine, terra- 
mycine, streptomycine, chloromycétine). 

En tenant compte des différents facteurs intervenant dans ce 
lype de titrage et du caractére relatif de notre choix, nous avons 
adopté comme diamétre d’inhibition séparant la sensibilité de 
la résistance, 20 mm pour la pénicilline, l’auréomycine, la terra- 
mycine et la chloromycétine et 15 mm pour la streptomycine. 

Ces diamétres correspondent, d’aprés les courbes étalons, aux 
concen‘rations suivantes en wg par centimetre cube: 13 pour 
’auréomycine et la terramycine, 20 pour la pénicilline, 25 pour 
la streptomycine et 32 pour la chloromycétine. 
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R&ESULTATS. 


CARACTERES GENERAUX DES STAPHYLOCOQUES ISOLES. — Chaque 
colonie présentant un aspect caractéristique sur milieu de 
Chapman a été isolée et nous avons obtenu ainsi 201 souches, 
dont 140 ont été classées comme pathogénes et 61 comme non 
pathogénes. Parmi les premiéres, 127 donnaient des résultats 
positifs homogénes aux tests de pathogénie, c’est-a-dire qu’elles 
fermentaient le mannitol, provoquaient la coagulation du plasma 
oxalaté et élaboraient au moins une hémolysine (15 d’entre elles 
isolées sur 6 malades produisaient les deux toxines a et 8). 
Quatre souches qui ne fermentaient pas le mannitol et 9 souches 
ne produisant pas d’hémolysine, mais dont tous les autres tests 
étaient positifs, ont été de méme classées dans le groupe des 
staphylocoques pathogénes, en raison principalement de I’impor- 
tance attachée a l’épreuve de la coagulase. 

Les 61 souches considérées comme non pathogénes donnaient 
des résultats négatifs aux différents tests, A l’exception d’une 
faible production d’hémolysine de type a notée avec un nombre 
assez important de souches. 

Nous avons déja rencontré ce fait antérieurement [3] et pen- 
sons avec Chapman [14] que ce caractére isolé ne permet pas de 
considérer les souches étudiées comme pathogénes. 

Les souches des deux groupes ainsi définis ont été soumises 
aux tests d’individualisation envisagés et l’on a enregistré les 
résultats d’ensemble résumés dans le tableau | : 


TABLEAU I. 


SEROLOGIE LYSOTYPIE 
SOUCHES TESTEES 


Pathogénes 140 . 
Non pathogénes 64 


Les résultats obtenus montrent qu’il existe une différence trés 
nelte entre les deux groupes de souches pathogénes et non patho- 
genes ; en effet, 88,5 p. 100 des souches pathogénes réagissent 
avec au moins un des sérums utilisés et 83,5 p. 100 sont lysées 
par un ou plusieurs des 24 phages spécifiques, alors que les 
pourcentages correspondants sont, pour les souches non patho- 
genes, de 16,3 et 0 p. 100. 

Si l’on examine maintenant la sensibilité de ces deux types de 
souches aux 5 antibiotiques principaux on constate que 1|’on 
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n’aboutit nullement a une séparation aussi nette entre souches 
pathogénes et non pathogénes. En effet, on rencontre les divers 
types de résistance dans les deux groupes et l’étude comparée de 
leur sensibilité aux antibiotiques revient a déterminer dans 
chacun des groupes la proportion des. souches présentant un 
type de résistance particulier. 

Le tableau II, dont la disposition est empruntée a Chabbert, 
résume les résultats obtenus. 


Tasirau II. 


RESISTANCE SOUCHES SOUCHES 
PATHOGENES NON PATHOGENES 


On peut tirer de l’examen des résultats du tableau précédent 
les conclusions su:vantes : 

1° En ce qui concerne les souches pathogénes, les résultats 
obtenus sont analogues a ceux publiés par Chabbert et Ter- 
rial [45] et on notera plus particuliérement le grand nombre de 
souches résistantes 4 la pénicilline et l’importance numérique des 
groupes entiérement résistants et sensibles seulement a la chloro- 
mycétine. 

2° Dans le groupe des souches non pathogénes, on constate 
une plus grande proportion de souches sensibles 4 la pénicilline 
et surtout une trés grande diversité des types de résistance. 

3° Il ne semble pas y avoir de rapport entre le pouvoir patho- 
géne d'une souche et son comportement vis-a-vis des antibio- 
tiques. . 

En résumé, les deux premiéres méthodes d’individualisation 
utilisées : sérologie et lysotypie, permettent de séparer nettement 
les staphylocoques pathogénes des non pathogénes, alors que 
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l’étude de la sensibilité aux antibioliques ne permet aucune dis- 
tinction de cet ordre. 

Nous examimerons maintenant le détail des réactions obtenues 
avec les souches pathogénes en utilisant la technique sérologique 
puis la lysotypie. 


AGGLUTINATION SPECIFIQUE. — I] ressort de ]’examen détaillé 
du type sérologique de chacune des souches que les staphylo- 
coques éludiés se répartissent en un pelit nombre de groupes 
d’importance numérique trés inégale. 

Dans le tableau suivant, qui résume les résultats obtenus, nous 
avons groupé les souches des types I et I-II car, comme on le 
verra plus loi, ces deux types de souches se comportent d’une 
maniére identique vis-a-vis des phages et, en conséquence, il n’y 
a pas heu de les séparer lors d’un premier essai de classifica- 
tion (tableau III). 


Tasieau III. 


Ce tableau montre bien Ja prédominance trés nette des types I, 
I-II et 8 qui comprennent 4 eux seuls 73,5 p. 100 des souches 
typées. On constate aussi l’existence, d’une part, d’un type I-4-8 
dont les souches possédent a la fois les agglutinogénes des deux 
types principaux I et 8 et, d’autre part, d’un type II-5 (les 
5 souches de ce type ont été isolées chez le méme malade). 


Lysotypize. — Nous avons constaté, au cours de ce travail, que 
lon pouvait séparer les phages en deux groupes, dont l’un 
comprend les phages donnant des attaques fréquentes et mar- 
quées, et l’autre les phages n’agissant que sur un petit nombre 
de souches seulement et dont les attaques sont en général faibles 
et quelquefois inconstantes. 

Ces résultats justifient la classification en phages majeurs et 
mineurs proposée par Wahl et Fouace [10]. | 

Nous pensons méme, qu’en ce qui concerne ce travail, on peut 
réduire le nombre des phages majeurs et nous avons finalement 
réparti nos souches en trois groupes en fonction de leur sensibi- 
lité aux phages suivants : 52-52 A, 3 A-3 B-3C et 53; nous avons 
trouvé fréquemment ce dernier phage associé 4 47 et rarement 
4 54, ce qui confirme partiellement les résultats de Wahl et 


Fouace. ; e, ; 
i 4 € Cc ; S 
Deux groupes complémentaires comprenaient dune part le 
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souches attaquées seulement par divers phages mineurs, et d’autre 
part les souches qui n’étaient lysées par aucun des phages utilisés. 

Assez fréquemment, nous avons trouvé, associées aux atlaques 
par les phages des trois premiers groupes, des attaques de diffé- 
rents phages mineurs et en particulier du phage 68. A part celle 
du phage 68 qui est forte, mais parait peu spécifique, ces attaques 
sont généralement faibles et peuvent varier d’un test 4 l'autre, 
ve qui explique pourquoi nous les négligerons provisoirement. 

La répartition des souches étudiées dans les différents groupes 
se fait de la maniére suivante (tableau IV) : 


TABLEAU lV. 


OYPES cic a. a Gane ot eaters ‘ 52-52 A 3A-3B-3C ] Divers 0 


Ces résultats montrent que, li encore, la trés grande majo- 
rité des souches se répartit en deux groupes principaux, les 
groupes 52-52 A et 53, et que la sensib:lité aux phages 52-52 A 
semble exclure la sensibilité au phage 53 et réciproquement. 11 
y a hen de noter par ailleurs que les 6 souches du groupe 3 A- 
3 B-3C ont été isolées sur le méme malade. 


CoMPARAISON DES RESULTATS OBTENUS PAR LA TECHNIQUE SERO- 
LOGIQUE ET PAR LysoTyPIE. — ‘Le tableau V permet de comparer 
les résultats obtenus par les deux méthodes d’individualisation. 


TABLEAU V. 


TYPES SERCLOGIE 


On peut tirer de l’examen de ces résultats les conclusions sui- 
vantes ; 
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1° Il existe une excellente concordance entre les types séro- 
logiques I et I-II d’une part et le type phage 52-52 A d’autre 
part ; 

2° Une concordance du méme ordre est constatée entre te 
type sérologique 8 et le type phage 53 ; 

38° Cing souches sur 6 du type phage 3 A-3 B-3 C appartiennent 
au type sérologique II-5, Les souches de ce type ayant été 
isolées sur un méme malade, ce résultat ne peut étre généralisé 
pour instant ; 

4° Les souches I-4-8, qui possédent les deux agglutinogénes 
principaux, ne sont lysées par aucun des phages utilisés ; 

5° Les souches des autres lypes sont en trop petit nombre pour 
que l’on puisse tirer une conclusion quelconque de leur étude. 


TESTS D'INDIVIDUALISATION ET ANTIBIOGRAMME. — Nous avons 
recherché s’il était possible d’établir 4 Vintérieur du groupe des 
souches pathogénes une relation entre la sensibilité aux divers 
antibiotiques et les types déterminés par la sérolog:e et les 
phages, 

Nous n’éludierons ici en détail que les souches appartenant 
aux deux grands groupes définis précédemment, c’est-a-dire les 
groupes [II sérologie, phage 52-52 A et 8 sérologie, phage 53. 
Seuls, en effet, ces deux groupes sont suffisamment importants 
numériquement pour que leur étude permette des conclusions 
valables. Le tableau VI résume les résultats obtenus. 


TabEau VI. 


SOUCHES RESISTANTES 
aux antibiotiques considérés 
TYPES 
iP A T C Ss 
I, I-Il, 52-52A, 49 souches.. . 39 4 { 0 46 
§. 0eG40 SOUCHES 5.2. +. 40 40 40 29 40 


Ces résullats montrent qu’il existe une concordance nette entre 
le type des souches et leur résistance a l’auréomycine et a !a 
terramycine. Cette relation n’est pas absolue puisqu’une souche 
fait exception, mais elle parait cependant significative. Le 
comportement de ces souches vis-a-vis des autres antibiotiques 
semble au contraire indépendant du type déterminé par la séro- 
logie et Jes phages. 

Les souches du type I-4-8, 0 se comportent d’une fagon sem- 
blable a celle du type 8,53 et sont en particulier toutes résistantes 
4 l’auréomycine et a la terramycine. 
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Les 5 souches du type II-5, 3 A-8 B-3C ont une sensibilité 
analogue a celle des souches du groupe I-II, 52-52 A, 2 d’entre 
elles sont résistantes 4 la pénicilline. 


INDIVIDUALISATION DES SOUCHES ET ENDEMIE STAPHYLOCOCCIQUE. 
— Les questions qui se posaient a nous lorsque nous avons entre- 
pris ce travail étaient les suivantes : détermination du taux de 
contamination des sujets étudiés et du nombre de souches végé- 
tant sur un méme organisme ; étude des rapports pouvant s’éta- 
blir entre les souches-prélevées au niveau des différents appareils 
et celles isolées de lésions; recherches sur les variations pos- 
sibles de la flore staphylococcique. 

L’examen des 31 cas étudiés permet les conclusions suivantes : 

1° Le taux de contamination constaté a été de 100 p. 100. Seuls 
quelques examens directs de selles ont été négatifs, mais nous 
avons toujours trouvé du staphylocoque a la culture du préle- 
vement anal. On trouve habituellement 1 & 2 souches par malade, 
qu’il s’agisse de sujets staphylococciques ou de témoins. Sauf 
dans 1 cas, chacun des nourrissons était porteur d’au moins une 
souche de staphylocoques pathogénes. 

2° On retrouve trés fréquemment la méme souche présentant 
le méme type de résistance aux antibiotiques au niveau des 
muqueuses reSpiratoires et digestives. Les souches isolées de 
lésions n’ont pas de caractéres biologiques particuliers et leur 
type est en général celui des souches isolées chez le méme sujet 
au niveau des cavités naturelles. Etant donné le petit nombre 
de types isolés, cette constatation ne permet pas d’attribuer avec 
certitude une origine endogéne aux lésions dont certains de ces 
sujels étaient porteurs. 

3° Dans 4 cas, nous avons pu faire une série de prélévements 
apres séjour a Vhdpital (un mois environ) et traitement par les 
antibiotiques et en particulier par l’auréomycine. Dans ces diffé- 
rents cas, nous avons constaté un changement total de la flore 
staphylococcique avec passage de la forme sensible J-II, 52-52 A 
a la forme résistante 8, 53 et ceci quelle que soit l’origine du 
prélévement. ‘Les modalités possibles de cette transformation 
seront étudiées plus loin. 


DrscussiIon. 


Il nous parait maintenant ulile de revenir sur certains résultats 
enregistrés dans ce travail. 

Un des plus frappants est la constatation du petit nombre de 
types individualisés, quelle que soit la méthode utilisée. Une 
réserve doit étre faite & ce sujet du fait que les prélévements ont 
été effectués dans un seul centre hospitalier (Saint-Louis-Gran- 


‘ 
Z 
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cher). Toutefois, ces prélévements ayant été pratiqués vingt- 
quatre a quarante-huit heures aprés l’entrée a l’hdpital, les 
résultats obtenus peuvent étre considérés comme donnant une 
image assez exacte de la flore staphylococcique végétant sur les 
sujets habitant la large zone de recrutement de l’hépital. 

Un second point mis en évidence dans ce travail est la corres- 
pondance existant entre le type sérologique et le type déterminé 
par lysotypie. Cette correspondance est assez satisfaisante pour 
que lon puisse penser que, trés probablement, les récepteurs 
des agglutinines sont associés aux récepteurs des phages a la 
surface des bactéries. 

L’existence d’une relation: type-résistance a certains antibio- 
tiques tels que l’auréomycine et la terramycine, améne par 
ailleurs 4 se demander si une telle relation est constante ou s'il 
ne s’agit que d’une coincidence. Quelques trés rares exceptions, 
dont une notée dans ce travail, font penser qu’il s’agit sans 
doute plus d’une aptitude spéciale des souches du type 8-53 
i acquérir la résistance, que de l’association obligatoire d’un type 
et d’un certain comportement vis-a-vis des antibiotiques. 

Les variations du type et de la sensibilité de la flore staphylo- 
coccique constatées aprés séjour a l’hdpital et traitement par les 
antibiotiques posent enfin la question du mécanisme de cette 
transformation. Celle-ci peut s’expliquer soit par contamination 
extérieure par un staphylocoque résistant, soit par le développe- 
ment d’une souche résistante présente antérieurement chez le 
malade et passée inapercue lors des prélévements, soit par pas- 
sage du type sensible au type résistant par adaptation ou muta- 
tion. Les deux premiéres hypothéses sont difficilement vérifiables 
expérimentalement, mais la troisieme se préte a des recherches 
et un travail est en cours actuellement sur ce sujet. Les premiers 
résultats obtenus semblent montrer qu’& moins d’admettre un 
comportement totalement différent des staphylocoques in vitro et 
in vivo, le passage d’un type 4 |’autre parait peu probable. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


L’étude systématique de la flore staphylococcique de 31 nour- 
rissons hospitalisés nous a permis de mettre en évidence certains 
faits concernant d’une part les caractéres des staphylocoques isolés 
et la valeur des méthodes d’individualisation utilisées, et d’autre 
part le probléme de |’origine et du développement de l’infection 


staphylococcique. 
1° Etude des staphylocoques isolés et valeur des méthodes 
utilisées. — 201 souches ont été isolées qui se répartissent en 


140 souches pathogénes et 61 souches non pathogénes. Les souches 
non pathogénes sont insensibles a l’action des 24 phages utilisés 
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et rarement agglutinables par l’un des 9 sérums absorbés spéci- 
fiques. t ‘ 

83,5 p. 100 des souches pathogénes sont au contraire sensibles 
aux bactériophages spécifiques et 88,5 p. 100 sont typables par 
la sérologie. 

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques ne montre pas de 
différence significative entre les deux groupes de souches, si ce 
n’est une plus grande variété de types de résistance dans le groupe 
des non pathogénes. 

Quelle que soit la méthode employée : phages ou sérologie, deux 
types de souches nettement prédominants ont été individualisés 
dans le groupe des staphylocoques pathogénes. Les deux méthodes 
donnent des résultats concordants en ce sens qu’A un certain 
type sérologique correspond un certain type phage. Ces résultats 
semblent indiquer que les récepteurs correspondants aux aggluti- 
nines et aux phages sont associés a la surface des bactéries. 

Alors que le comportement des souches des deux types vis- 
a-vis de la pénicilline, de la streptomycine et de la chloromycétine 
est variable, les souches du premier type (sérologie I, I-II, 
phage 52-52 A) sont, 4 une exception prés, sensibles 4 lauréo- 
mycine et ala terramycine, alors que les souches du second (séro- 
logie 8, phage 53) sont toutes résistantes a ces deux antibiotiques. 

2° Caractéres de Vinfection staphylococcique. — Les sujets 
examinés étaient porteurs de staphylocoques dans 100 p. 100 des 
cas. Nous avons isolé, au niveau des cavités naturelles, 2 souches 
par malade en moyenne, et dans 30 cas sur 31, une de ces souches 
au moins était pathogéne. 

Les souches isolées de lésions ne présentaient aucun caractére 
les distinguant des souches pathogénes végétant au niveau de 
l'appareil respiratoire et digestif des nourrissons examinés. 

Aprés traitement par les antibiotiques et séjour a V’hopital, 
nous avons constaté dans les 4 cas que nous avons pu étudier 
un changement total de la flore staphylococcique avec passage du 


type sensible au type résistant. Le mécanisme de cette transfor- 
mation est discuté. 
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ETUDE AUTORADIOGRAPHIQUE 
SUR LA LOCALISATION CELLULAIRE DU VIRUS 


DE LA MOSAIQUE DU TABAC, 
UTILISE COMME ANTIGENE 


par F, GAVOSTO et A. FICQ (’). 


(Laboraloire de Morphologie animale. Université libre 
de Bruxelles.) 


INTRODUCTION. 


La nature chimique des anticorps commence maintenant a étre 
assez bien connue : il est certain qu’il s’agit de protéines, princi- 
palement de y-globulines, qui différent des globulines sériques 
normales par leur propriété de se combiner spécifiquement avec 
Vantigéne. 

Les phénoménes qui président au mécanisme normal des syn- 
théses protéiques entrent également en jeu lors de la formation 
des anticorps : leur chaine peptidique, en effet, semble composée 
des mémes acides aminés et en méme proportion que la globuline 
sérique normale ; la présence de l’antigéne, agissant comme un 
modéle, influencerait seulement la configuration spatiale de la 
molécule protéique (Haurowitz [24)). 

L’étude des lieux et des mécanismes de la synthése des anti- 
corps présente donc un intérét profond et général, puisqu’il ne 
s’agit que d’un cas particulier de synthése protéique dans l’orga- 
nisme vivant, 

Ces problemes ont été abordés, au cours de ces derniéres 
années, par des techniques et suivant des modalités différentes ; 
mentionnons notamment : 

1° L’étude des modifications morphologiques que présentent 
les divers organes, a la suite de l’administration de Vantigéne ; 
en particulier, l’examen simultané des corrélations existant entre 
Vhyperplasie de certains systémes cellulaires et le titre en anti. 
corps sériques de la lymphe ou méme de suspensions cellulaires 
peut donner d’utiles indications [44, 42, 44, 20}. 

2° L’étude des modifications quantitatives de la production des 


(*) Manuscrit recu le 30 octobre 1953. 
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anticorps 4 la suite du blocage ou de la destruction de certains 
systémes ou de certains organes (6, 9, 34]. 

3° La recherche de la localisation directe de l’antigéne injecté. 
Ce dernier procédé s’est répandu dés qu’il est devenu possible 
d’employer des antigénes marqués, de facon variée, afin de pou- 
voir les suivre au sein des tissus [8, 4, 5, 40, 17, 18, 22, 23, 24, 25, 
26, 27, 29, 32]. 


ANTIGENES MARQUES CHIMIQUEMENT. 


Les premiéres tentatives ont été faites en utilisant, comme 
antigéne, des azoprotéines arséniées et des iodoprotéines : en ana- 
lysant l’As et l’I du sang et des tissus, on a observé que l’antigéne 
injecté disparait rapidement du sang et qu’il se dépose en majeure 
partie dans la moelle, le foie et la rate [23}. 

En préparant des azoprotéines colorées au moyen d’azoben- 
zidine ou d’Evans blue, il a été possible de suivre ces antigénes 
colorés au sein des tissus : cette technique a permis de reconnaitre 
la présence de l’antigéne dans certaines cellules du S. R. E. (1) de 
différents organes ; c’est le cas, par exemple, des macrophages 
des ganglions et de la rate [29]; on a pu observer aussi que 
l’antigéne se localise de fagon précoce dans les cellules de Kupffer, 
en particulier dans leur cytoplasme {25}. 

L’antigéne peut persister dans ces cellules pendant plusieurs 
mois [27] ; en ce qui concerne la localisation intracellulaire, on a 
pu préciser que les azoprotéines injectées se retrouvent surtout 
dans la fraction mitochondriale du foie [19]. 

En 1950, Coons et al. ont utilisé une nouvelle technique : aprés 
avoir injecté l’antigéne, ils ont exposé les coupes des organes 
traités a l’action de l’anticorps correspondant, combiné au préa- 
lable 4 un composé fluorescent (isocyanate de fluorescéine). Au 
moyen d’un microscope 4a fluorescence, il leur a été possible 
d’observer la localisation de l’antigéne dans Jes tissus et dans les 
cellules ; lanticorps y est, en effet, précipité et il y adhére sous 
la forme d’un composé fluorescent. 

De cette fagon, ils ont pu établir que les antigénes injectés ont 
tendance a disparaitre rapidement du sang et a se concentrer 
dans les tissus. A ce moment, les antigénes apparaissent dans les 
éléments du S. R. E., ot leur concentration augmente au cours 
du temps. 

On retrouve cependant de petites quantités de l’antigéne dans les 
éléments lymphocytaires (ganglions, follicules de Morgagni). II 
convient d’ajouter que la rapidité de la diffusion et de |’élimination, 
ainsi que la localisation elle-méme peuvent varier notablement 


(1) Systeme réticulo-endothélial. 
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selon l’antigene employé (polysaccharide du pneumocoque : 
Kaplan, Coons et Deane, 1950 [24] ; ovalbumine, albumine bovine, 
y-clobuline humaine : Coons, Leduc et Kaplan, 1951 [8]; albumine 
bovine : Schiller et Schayer, Hess, 1953; polysaccharide du 
streptocoque : Schmidt, 1951 [80]. 


ANTIGENES MARQUES AU MOYEN D ISOTOPES. 


L’ulilisation d’antigénes marqués au moyen d’un isotope radio- 
actif, a apporté aussi d’importantes contributions a l’étude de 
leur localisation. 

Des iodoprotéines, contenant du 1*1I, ont été utilisées dans ce 
but par certains auteurs (Warren, Dixon, 1948 [82]; Dixon, 
Bukantz, 1951 [40]; Haurowitz et coll., 1951 [22]; Francis et 
coll., 1952 [47]), tandis que du virus de la mosaique du tabac, 
marqué au *?P a été utilisé comme antigéne par Libby et Madison 
en 1947 [26]. 

On a pu démontrer, de cette maniére aussi, que l’antigéene 
disparait assez rapidement de la circulation et qu’il se concentre 
dans les organes ou les éléments R. E. sont largement représentés. 
En ce qui concerne la distribution intracellulaire, on a observé 
(Crampton et Haurowitz, 1951 [7]) que, dans le cas du foie, l’anti- 
géne se fixe d’abord aux plus petits granules (microsomes) ; il 
est, par la suite, incorporé de facon stable dans les granules cyto- 
plasmiques de plus grande taille (mitochondries). 

Il est évident que les résultats obtenus jusqu’a présent a Laide 
d’antigénes radioactifs n’ont qu’une valeur limitée, du fait que la 
radioactivité globale, décelée au moyen du compteur de Geiger- 
Miller, ne permet pas de localiser l’antigéne par rapport a la 
structure histologique de l’organe. 

C’est pourquoi certains auteurs (Libby et Madison [26], Warren 
et Dixon [82], Eisen et Sherman [43], Pressman et Eisen [28)) 
ont cherché a préciser la localisation de l’antigéne radioactif par 
une méthode autoradiographique par noircissement; mais cette 
technique n’a donné jusqu’a présent, que des résultats assez 
grossiers : elle ne permet pas, en effet, d’établir d’éventuelles 
corrélations entre la radioactivité et la structure fine (histologique 
et cytologique) des organes étudiés. Les améliorations qui ont été 
récemment apportées a la préparation des émulsions sensibles et 
a la technique autoradiographique en général permettent désor- 
mais de reconnaitre les traces émises par les particules radio- 
actives, d’en établir l’origine et d’en estimer Ja concentration. 

Comme nous avons pu appliquer avec succés cette technique a 
des problémes biologiques variés, l’incorporation d’acides aminés 
dans les cellules de la moelle osseuse [45], dans les réticulocytes, 
dans le foie [4], dans les oocytes [46], etc., il nous a semblé utile 
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de employer aussi dans le cas présent ; quelques modifications 
ont di étre apportées a la méthode afin de l’adapter aux recherches 
actuelles, | 


TECUNIOUES. 


Nous avons utilisé comme antigéne du virus de la mosaique du 
tabae obtenu 4 partir de feuilles infectées et maintenues dans 
une atmosphére de CQO, ; le virus a été ensuite cristallisé, selon 
la technique de Commoner et al. [2]. 

Avant Vinjection, le virus a été mis en solution dans du milieu 
de Chambers et amené 4 pH ~~7. On sait que le VMT se 
comporte comme un bon antigéne pour plusicurs mammiferes, 
dont la souris (Libby et Madison [26}). 

'‘L’injection, par voie intraveineuse, a été faite dans la veine 
ventrale de la queue des souris. La quantité injectée (3,5 mg de 
virus dans 0,4 cm*) s’étant avérée insuffisante dans un premier 
essai, une dose huit fois plus considérable, environ, a été 
injectée aux trois autres souris (C/r. p. 

Les animaux ont été sacrifiés a “ee intervalles de temps : le 
premier aprés vingt-quatre heures, les autres aprés quatre, huit et 
quinze jours. 

Des fragments de la rate, du foic, du rein et de ganglions ont 
été prélevés ; en outre des frottis du sang et de la moelle osseuse 
mise en suspension dans du Ringer ont été effectués. 

La fixation a été faite dans de l’alcool-acétique (8 : 1) pendant 
une heure ; aprés un lavage dans Il’alcool a 70°, les piéces ont été 
enrobées dans la paraffine et coupées a 6 ou 7 » ; aprés étalement 
sur des James préalablement gélatinées, elles ont été déparaffinées 
et réhydratées selon la technique classique. 

Quant aux frottis, qu'il s’agisse du sang ou de suspensions de 
la moelle osseuse, ils ont été fixés pendant huit minutes 4 I’alcool 
méthylique puis séchés. 

Les manipulations ultérieures ont été effectuées en chambre 
noire : de |l’émulsion G® (in gel form, Uford) diluée aux 2/3 a 
été portée au bain-marie a la température de 47°, puis coulée sur 
la préparation, de facon 4 obtenir une épaisseur de 40 p d’émul- 
sion séche aprés fixation. 

L’exposition, dans une atmosphére séche (CaCl,) a varié de 
deux a cing jours. 

Le développement photographique a été effectué a l'aide d’un 
révélateur 4 l’amidol [8] dont voici la composition. 


INGO BS See wt PO hon CMa CarePrr cc oot 1,125 g 
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minutes 4 14°, elles ont été fixées a l’hyposulfite de Na (1/3 de la 
saturation) pendant trente minutes environ. 

Un lavage soigneux a l’eau courante pendant une heure fait 
suite afin d’éliminer progressivement le fixateur. 

C’est A ce moment que s’opére la coloration des frottis et des 
coupes histologiques a travers la gélatine. Aprés de nombreux 
essais, nous avons observé qu’avant de plonger les lames dans le 
colorant, il est souhaitable de les laisser dans de |’éthanol a 70° 
pendant vingt a trente minutes. L’alcool, en agissant sur l’émulsion 
fixée, favorise la diffusion du colorant a travers celle-ci. 

Les frottis ont été colorés au Giemsa pendant environ une demi- 
heure, puis lavés a l’eau courante et séchés a l’air; quant aux 
coupes, elles ont été colorées au mélange de Unna (vert de 
méthyle-pyronine) pendant une heure, puis différenciées a l’eau 
distillée et A alcool 70°. 


RiisuLtTats. 
SOUrtsmle 


Injection intraveineuse de 3,5 mg de virus d’une activité totale 
d’environ 2 800 c/min dissous dans 0,4 cm* de milieu de Chambers. 

L’animal a été sacrifié aprés vingt-quatre heures. L’examen a 
porté sur la rate, la moelle et le foie. L’exposition des lames a 
varié d’un minimum de deux jours 4 un maximum de douze jours. 

Dans les lames exposées deux jours, les traces des B ne sont 
pas visibles ; aprés une exposition plus longue, le back-ground 
devient trop intense pour permettre des conclusions valables. 


Souris II. 


Nous avons utilisé, pour cette deuxiéme expérience, une prépa- 
ration de virus, dont l’activité totale était nettement supérieure 
a la précédente : 7 mg de virus dissous dans 0,4 cm* donnaient 
une activité de 32000 c/min. 

Aprés injection, l’animal a manifesté une dyspnée et une 
cyanose intenses pendant quelques minutes. 

Sang. — Des prélévements du sang ont été effectués aprés 
quinze, quatre-vingt-dix, cent quatre-vingts minutes et vingt 
heures. La radioactivité du sang total a été mesurée au compteur, 
tandis que des frottis des mémes échantillons étaient préparés en 
vue de l’autoradiographie. 

Les deux méthodes ont montré que la radioactivité du sang 
diminue de 50 p. 100 en trois heures ; aprés vingt-quatre heures, 
elle ne correspond plus qu’au tiers de la radioactivité initiale. 

Les autoradiographies ont permis de préciser que les traces 
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d’électrons ne sortent pas des éléments figurés du sang : vraisem- 
blablement, l’antigéne se trouvait encore en solution, sans avoir 
été incorporé par les cellules du sang circulant. 

L’animal a été sacrifié aprés quatre jours et l’examen des 
divers organes a fourni les résultats suivants. 

Moelle osseuse. — Quelques traces trouvent leur origine dans 
les éléments jeunes de la série granuloblastique (myéloblastes et 
promyélocytes), mais les électrons émis par les E. R. E. (cellules 


Fig. 1. — Plasmatocyte tres aclit de la moelle osseuse. 
On voit trés bien Vorigine cyloplasmique des traces. 


réticulaires jeunes, histiocytes, macrophages, plasmoblastes, plas- 
matocytes) sont relativement plus nombreux. 

Ces éléments R. E. présentent cependant une augmentation 
numérique par rapport au myélogramme normal. Certains d’entre 
eux émettent d’assez nombreux 6 (fig. 1, 2, 3), surtout d’origine 
cytoplasmique. Enfin, un certain nombre de traces ne sont pas 
en rapport avec les cellules. 

Rate. — La rate est de loin l’organe le plus actif. La radio- 
activité est localisée surtout dans la pulpe rouge, qui présente 
un certain degré d’hyperplasie. En dénombrant les traces, on 
constate que la pulpe rouge semble sept fois plus active que la 
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lis. 2, — Cellule réticulaire (histiocyte) de la moelle osseuse 
montrant des électrons émis par le cytoplasme. 


. 3. — Jeune cellule réticulaire de la moelle osseuse, trés active. 
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pulpe blanche (follicules, fig. 4). Dans cette derniére, la masse 
des cellules lymphocytaires est peu active ; une activité un peu 
plus forte. s’observe dans les éléments plus jeunes, des centres 
clairs. Dans la pulpe rouge, les cellules réticulaires jeunes, les 
plasmatocytes et les cellules pariétales des sinus se montrent les 
plus radioactives ; certaines de ces cellules peuvent émettre plus 
d'un électron. L’origine de la plupart des traces apparait cyto- 
plasmique. D’autres traces, surtout visibles dans la lumiére des 


Fic. 4. — Région de la rate of l'on voit trés bien la différence d’aclivité 
entre la pulpe rouge et le quadrant du follicule lymphocytaire. 


sinus, ne sont pas en rapport avec les cellules : 11 s’agit pro- 
bablement d’antigéne encore en solution dans le liquide extra- 
cellulaire. 

Foie. — Le tissu hépatique est le siége d’une forte acti- 
vité (fig. 5), quoique moindre que celle présentée par Ja pulpe 
rouge de la rate. De nombreuses traces semblent étre émises par 
les cellules hépatiques elles-mémes, particuliérement par celles 
qui sont les plus voisines des espaces portes (périphérie du 
lobule). 

De plus, des cellules de Kupffer, qui ne sont pas toujours 
aisément visibles, sont a l’origine de certains B; mais on ne 
constate pas de différence notable d’activité entre les cellules 
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endothéliales et celles du parenchyme. Dans le foie, plus encore 
qu’ailleurs, lorigine des traces semble étre cytoplasmique. 

Ganglion. — Les ganglions que nous avons prélevés montrent 
une activité infiniment moindre que la rate et le foie. On peut 
y observer des électrons dans la région corticale et surtout dans 
la région médullaire, méme dans les sinus lymphatiques. 

Rein. — Dans cet organe également, l’activité est faible. La 
concentration la plus élevée de l’antigéne s’observe dans les 


Fic. 5. — Région du foie. 


petits vaisseaux sanguins et dans les glomérules de Malpighi ; 
mais la faible activité globale ne permet pas d’aller plus loin. 


Souris ITI. 


Une activité globale de 25000 c/min. a été injectée a cet 
animal, sacrifié aprés huit jours. 

Sang. — Le sang présente beaucoup moins de_trajectoires 
(environ 1:8) que celui de la souris II (pour des préparations 
ayant subi une durée d’exposition identique). Les traces ne sont 
pas toujours en rapport avec les éléments figurés. 

Moelle. — On retrouve 4 peu prés les mémes caractéristiques 
que chez l’animal précédent : les cellules R. E. représentent 
toujours 3 4 4 p. 100 du nombre total des cellules et elles sont 
incontestablement les plus actives. 
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Rate. — L’activité est, comme auparavant, concentrée dans la 
pulpe rouge (fig. 7) ot l’on remarque une augmentation des 
plasmatocytes (fig. 6). Les follicules sont, dans l’ensemble, 
toujours trés peu actifs; leurs centres clairs présentent un 
certain degré de réaction caractérisée par l’apparition de nom- 
breuses cellules basophiles jeunes, dont certaines se trouvent en 
mitose, 

Foie. — Dans cet organe, la diminution globale du nombre 
de traces semble moindre que pour les autres; les traces pro- 
venant de tous les types de cellules sont encore trés nombreuses : 
on retrouve méme encore des traces dans la lumiére des petits 
vaisseaux. 

Il n’y a pas de variations notables 4 signaler, par rapport 
aux observations précédentes, en ce qui concerne les ganglions 
et le rein. 


Souris IV. 


Animal sacrifié quinze jours aprés une injection d’antigéne 
ayant une radioactivité de 25 000 c/min. 

C’est dans la rate et le foie seulement que persiste un certain 
degré d’activité nettement inférieur d’ailleurs 4 ce que nous 
avons vu dans le cas des animaux précédents. Dans la rate, le 
contraste entre la pulpe blanche et la pulpe rouge persiste, 
quoique moins évident; une activité bien localisée des cellules 
basophiles plus ou moins mires se retrouve, en particulier, dans 
la pulpe rouge. 

Dans le foie, enfin, il semble que ce soient surtout les cellules 
de Kupffer qui se montrent actives. 


Discussion. 


Parmi les différentes techniques qui ont été utilisées pour 
localiser les antigénes injectés dans les organismes vivants, la 
méthode autoradiographique, basée sur |l’observation des _par- 
ticules individuelles émises par les radiations, parait la plus 
indiquée : elle permet, en effet, de situer simultanément I’origine 
des traces et d’observer la structure de l’organe considéré et 
méme des cellules qui le constituent. 

Cette méthode permet, en outre, d’obtenir, ne fit-ce que gros- 
siérement, des données quantitatives sur le degré de la radio- 
activité ; il suffit pour cela de comparer entre eux les différents 
organes ou les différentes structures chez un méme animal. Elle 
s’est avérée précieuse aussi dans la présente étude sur la loca- 
lisation du virus de la mosaique du tabac injecté par voie intra- 
veineuse a des souris : elle a permis de préciser que cet antigéne 
se concentre particuliérement dans la rate, surtout dans les 
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Fic. 7. — Région de la rate de l'animal sacrifié aprés 8 jours. 
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cellules qui constituent la pulpe rouge de l’organe, et dans le foie. 

La localisation des traces par rapport aux cellules peut 
s’effectuer avec une exactitude suffisante, mais il faut cependant 
reconnaitre qu’il subsiste quelques causes d’erreurs : certaines 
traces ne peuvent étre retrouvées, soit parce qu’elles ne 
comportent qu’un ou deux grains d’AgBr, soit parce qu’elles 
sont émises perpendiculairement a la préparation; par ailleurs, 
certaines traces du back-ground peuvent étre confondues avec 
celles qui sont émises par |’antigéne. 

Nous avons observé, en tous cas, que l’antigene se fixe prin- 
cipalement dans les cellules du S.R.E., mais sans que cette 
localisation soit exclusive. Dés les premiers jours qui suivent son 
introduction, Vantigéne apparait également dans d’autres types 
de cellules, notamment dans les cellules hépatiques. Ces der- 
méres demeurent assez longtemps actives, sans subir autant de 
variations que celles des autres organes. 

Puisqu’on peut difficilement croire que ces cellules du foie 
ne possédent qu’une fonction de dépot, il est Iégitime d’envi- 
sager une participation, méme précoce, du parenchyme hépa- 
tique a la réaction antigéne-anticorps ; mais en ce qui concerne 
la nature méme de cette participation, nous en sommes encore 
réduits aux hypothéses. 

Il se pourrait, par exemple, que dans nos expériences ot une 
forte incorporation se fait dans la rate, des produits de la démo- 
lition de l’antigéne soient déversés dans le sang; ils seraient 
entrainés par la circulation porte dans le foie, pour y étre 
réutilisés lors des stades ultérieurs du catabolisme protéique. 

Chez les animaux qui ont été sacrifiés aprés des temps plus 
longs (huitieme et quinziéme jours), l’antigéne est encore pré- 
sent, quoiqu’en quantité de plus en plus réduite, dans les mémes 
types de cellules que précédemment : il s’agit, par conséquent, 
surtout des cellules du S.R.E. Ce fait peut donner a penser 
que ces cellules interviendraient dans des phénoménes postérieurs 
a la fixation de Pantigéne : en particulier, il se pourrait qu’aprés 
une digestion préliminaire de l’antigéne, il y survienne une libé- 
ration des groupes (groupes déterminants) qui induisent la forma- 
tion de |’anticorps. 

L’antigéne, aprés qu’il a été injecté dans la circulation, tend 
rapidement a passer a travers les parois vasculaires, vraisembla- 
blement jusqu’a ce qu 1l atleigne un état d’équilibre avec les 
liquides interstitiels. 

Dans les premiers jours, beaucoup de traces trouvent leur 
origine dans la lumiére des capillaires, des sinus et des petits 
vaisseaux ; mais ce phénoméne persiste beaucoup plus tard et 
il est donc probable qu’une partie de l’antigéne reste, pendant 
longtemps, en solution dans les liquides organiques. 
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La molécule de l’antigéne ne peut passer, telle quelle, la 
barriére rénale : ainsi s’explique probablement la présence des 
traces dans les petits vaisseaux de l’organe et leur absence dans 
les tubes rénaux, au début de l’expérience. 

Notons, enfin, que l’activité des ganglions, quoique le S. R. E. 
y soit largement représenté, demeure toujours trés modérée ; on 
se l’explique aisément si l’on considére que ces organes sont 
liés a la circulation lymphatique et qu’ils sont par conséquent 
destinés a réagir a l’introduction de substances étrangéres dans 
les territoires lymphatiques dont ils sont satellites ; il n’est pas 
surprenant que leur réaction & ces mémes substances, injectées 
par la voie sanguine, soit beaucoup plus faible. 


RisuMk. 


Une étude de la localisation du virus de la mosaique du tabac 
radioactif, utilisé comme antigéne, a été entreprise par la 
méthode autoradiographique (émulsions nucléaires). 

Quatre souris ont été injectées, par vole intraveineuse ; le virus 
était marqué sur le carbone. 

L’antigéne se fixe principalement dans la rate et dans le foie ; 
la concentration de l’antigéne est beaucoup plus faible dans les 
ganglions lymphatiques et dans le rein. 

Dans la rate, une localisation préférentielle s’observe dans la 
pulpe rouge et, en particulier, dans les cellules du systéme 
réticulo-endothéhal ; ces derniéres présentent des signes évidents 
de prolifération. 

Dans le foie, Vantigéne se fixe soit dans les cellules de 
Kupffer, soit dans les cellules parenchymateuses. 

Les animaux sacrifiés les huitiéme et quinziéme jours aprés 
introduction de l’antigéne montrent une localisation & peu prés 
similaire : on peut en présumer que certains processus consé- 
cutifs a la fixation de l’antigéne prennent place également dans 
les cellules du systéme réticulo-endothélial. 


Nous tenons a remercier M. le professeur R. Jeener de la 


préparation du virus radioactif de la mosaique du tabac qu’il 
nous a aimablement procurée. 
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LA MULTIPLICATION DE MYCOS8A°TERIUM TUBERCULOSIS 
EN PRESENCE DE STREPTOMYCINE 


R. LINZ (*). 


(Laboratoire de Bactériologie de U'Université Libre de Bruxelles 
et Laboratoire de Biologie Clinique 
de UVHodpital Universitaire Saint-Pierre, Bruzelles.) 


On admet, en général, qu’une concentration de streptomycine 
dite « bactériostatique » a pour effet d’empécher complétement 
la multiplication des bactéries sensibles. On tire cette conclusion 
de l’observation a l’cei! nu des cultures en milieu liquide. Si, 
cependant, on examine celles-ci en s’aidant de moyens plus précis, 
on constate qu’il existe une phase initiale de multiplication, tout 
au moins dans le cas de Mycobacterium tuberculosis. 

Suivons, en effet, l’évolution de germes de cette espéce dans 
le milieu liquide de Dubos, contenant de l’albumine et du 
« Tween 80 ». La culture, bien agitée, est suffisamment diffuse 
et homogéne pour se préter a4 des mesures dans un turbidimétre 
photo-électrique, si l’on prend cerlaines précautions (Linz [2)). 
L’intensité de la source lumineuse et l’incidence du faisceau sont 
maintenues constantes : nous nous con‘enterons de comparer 
entre eux divers slades d’une méme culture, et ne comparerons 
pas entre elles des cultures différentes, ot. des conditions diffé- 
rentes pourraient rendre la comparaison aléatoire. En d’autres 
termes, le tambour de l’appareil sera ajus'é de nouveau A 100 
pour chaque culture au début de l’expérience, et nous nous conten- 
terons de mesurer les troubles de chacun par rapport au trouble 
initial. Les chiffres indiqués ci-dessous sont les chiffres lus sur 
Je tambour dans ces conditions. C’est dire qu’:ls diminuent lorsque 
le trouble augmen’e, et qu’ils augmentent lorsque le trouble 
diminue, la cellule photo-électrique mesurant |]’intensité de la 
lumiére non absorbée par les cultures. 

Dans des tubes spéciaux pour turbidimétrie, on verse successi- 
vement : 8 cm® du milieu de culture ; 1 cm* de solution de strep- 
tomyc:ne, ou de solvant sans streptomycine; ct 1 cm?® d’une 


(*) Manuscrit recu le 5 septembre 1953. Ce travail a fait ]’objet d’une 


communication au VI*® Congrés International de Microbiologie, A Reme, 
en septembre 1953. 
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cullure d’une souche sensible de M. tuberculosis (H37Rv, BCG, 
5, etc.), bien adaptée au milieu et Agée de 7 a 10 jours. Les 
mesures de trouble sont faites aussit6t aprés la préparation des 
tubes (moment 0) et fréquemment pendant |’incubation a 38°, apres 
une agitation vigoureuse. Une expérience typique est résumée 
dans le tableau I. 


TABLEau 1. — Ev lution turbidimétrique d'une culture de M. tubercu- 
losis (souche sensible E;) en milieu de Dubos, additionné de strep- 
tomycine. 


3 Streptomycine Temps d'incubation A 38° 


(concentration heures jours 
a 
en ys/em ) pe re ny a ee ee ee oe 


0 (témoin) TOO-ION Ti, 568.561) (49 37-952 25 TS) 10). % 
0.0 I00-91 82 70 62 50 39-3429 23 I7 10 
0.1 I00 9I 88 8I 79 79 80 8I 89 88 90 99 
t I00 93 89 88 87 90 94 98100 99 I00 I00 
Io I00 92 90 89 89 92 95 99 I02 TOO 103 109 
100 I00 93 90 90 90 93 98 I00 I00 103 105 III 


Tubes de 10 cm3, contenant 1 cm* de culture de la souche I, en milieu de Dubos, agée de 
7 jours. 

Les chitfres sont lus directement sur le tambour, ajusté 4100 pour chaque tube au moment 0. 
Ils diminuent lorsque le trouble augmente, et inversement. 

X, trouble dépassant la limite de | appareil. 


Dans la culture témoin, sans streptomycine, le trouble augmente 
rapidement et at‘e:nt, vers le huitiéme-dixiéme jour, un degré qui 
dépasse les limites de l'appareil ajusté comme il a été dit. Les 
concentrations trés faibles de streplomycine (par exemple, 
0,01. pg/em*) ne modifient guére cette évolution. Au contraire, 
en présence de la concen'ration minimum bactériostatique (0,1 
& 0,5 pg/em*, suivant les souches), le trouble du hu:tiéme jour 
est égal 4 ce qu’il était au départ. Seulement, entre temps, il avait 
varié, d’abord dans un sens, puis dans l’aulre. En effet, pendant 
les deux ou trois premiers jours, il avait augmenté ne'tement, 
— A vrai dire, moins que dans le tube témoin; il était resté 
inchangé ensuite pendant un 4 trois jours ; enfin, il avait diminué 
réguli¢rement pendant les jours suivants. Trois phases se sont 
done suecédé: intensifica‘ion du trouble, inhibition, éclaircis- 
sement. Des concentrations de streptomycine beaucoup plus 
élevées ont le méme résultat : méme si elles sont cent 4 mille fois 
plus fortes que la concentration minimum bactériostatique, l’aug- 
mentation initiale du trouble et léclaircissement terminal ne 
manquent jamais. Ceux-ci s’estompent uniquement lorsque la 
semence est trop pauvre. 

Ces trois phases correspondent respectivement A une multipli- 
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cation, a une inhibition et 4 une lyse des bactéries (Linz [2, 3, 4)). 
Comme le rappelle le tableau II, la multiplication dans les cultures 
additionnées de concentrations « bactérios'atiques » de streptomy- 
cine double le nombre des germes ensemencés. La seule exception 
est celle ot la concentration de l’antibiotique est trés voisine de 
la concentration minimum bactériostatique : alors, le nombre des 
germes triple. Tout se passe comme si, dans le premier cas, 
chaque bacille s’était divisé une fois, et, dans le second cas, 
comme si la moitié des germes issus de cette division (c’est-d-dire 
le méme nombre de germes que celui qui a été ensemencé) se 
divisaient encore une. fois. Je reviendrai plus loin sur ce point. 


TasLeau Il. — Nombre de bacilles (en millions) par centimétre cube. 
des cultures du tableau I. 


Streptomycine 
(concentration 


en ye/em? ) 


Nombre de jours d'incubation a 38° 


(0) I 2 3 4 a 6 & eiorets 


0 (témoin) I02 32I 688 986 1290 I750 2210 2380 2630 2510 
0.01 99 296 653 972 1320 I820 2030 2300 2550 2710 
0.1 I05 I8I 289 30I 292 264 201 196 I57 103 
I LOZ, IGT eee Selo Soe Lee ke ee LOO mo ela 
Io 97 369 (2it) (209 AGE 102) 31r 69959276 
100 98. SITS 290 “IGS T40 ) Th2) TOR 65950 +8965 


Les numérations montrent aussi que l’éclaircissement des cul- 
tures additionnées de streptomycine correspond également a une 
lyse. Celle-ci ne progresse pas indéfiniment; elle s’arréte vers 
le quinziéme jour, si la concentration de l’antibiotique est proche 
de Ja concentration minimum bactériostatique ; puis, le trouble 
ne se modifie plus jusqu’au trentiéme jour. Si la concentration 
est trés élevée, la lyse avance rapidement jusqu’au dixi¢me jour, 
puis s’arréte, ou bien continue 4 un rythme trés ralenti. 

Chose curieuse, lorsque la concentration de la streptomycine ne 
dépasse pas 10 wg environ par centimétre cube (soit dix a vingt 
fois la concentration minimum bactériostatique), le trouble, une 
fois la lyse complétée, est exactement égal au trouble initial de 
la culture, et le nombre des bactéries est redevenu, aux erreurs 
de mesure prés, le nombre initialement introduit dans le milieu. 
Trouble et nombre de bactéries continuent a diminuer seulement 
lorsque la concentration de la streptomycine est de 100 a 
1 000. pg/cm*®. Sauf dans ce dernier cas, le nombre des bactéries 
lysées est le méme que celui dont s’est accrue la semence au cours 
de la multiplication. Cela reste vrai lorsque le nombre des germes 
avait triplé, et non doublé, pendant la premiére phase. 

_ Des modifications morphologiques accompagnent les modifica- 
tions turbidimétriques. On ne Jes observe pas au microscope 
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optique ordinaire ni au microscope A contraste de phase, mais 
bien au microscope électronique. 

Afin de pouvoir examiner les bactéries avec ce microscope sans 
que le milieu de culture masque les formes par son opacité, 31 
faut diluer les cultures au dixiéme dans de |’eau bidistillée. Or, 
les examens portent déja sur les cultures avant le début de leur 
incubation. Celles-ci doivent donc étre fort riches d’emblée ; j’ai 
mélangé 5 cm* d’une culture de quatre & sept jours dans le 
milieu liquide de Dubos, avec 5 cm*® de milieu neuf contenant 
les concentrations convenables de streptomycine. I] est évident 
qu’on introduit ainsi un volume considérable de milieu usé, mais 
cela ne géne pas le développement des germes. En effet, le 
tableau III montre que les troubles des cultures amorcées avec 


Tapieav II. — Evolution turbidimétrique de la souche E, 
en milieu liquide de Dubos sans streptomycine. 


Lectures av tambour 
nombre de jours d'incubation A 38° 
(0) 2g 2 3 4 5 6 7 


Composition des cultures 


‘Milieu neuf 
9.5 emscult. 4 jours 0.5 cm T0090 Says SAE OG OC 
9.0 em?+ " T.0 cm? 160.60 «64. “AT. sie a kX 
18.0 cm?+ " 2.0 em? 100” 84 70 0 43 32 27 24 
5.0 em+ " 5.0 em TOS 4I2>. 56 40-16 5 ex 
9.0 em*+cult.I0 jours I cm? TOO. 79 958: 44.) 53: 20n 6) wx 
9.0 cm*+cult.47 jours I cm 


1/20, 1/10 ou 1/2 volume de culture A4gée de 4 a 10 jours pro- 
gressent avec une rapidité comparable ; évidemment, les troubles 
ne sont pas équivalents, mais ce sont les accroissement relatifs 
qu’on mesure en ajustant pour chacun le tambour 4 la gradua- 
lion 100 au début de Vexpérience. On voit également que lage 
de la semence importe peu. Seule la profondeur du liquide de 
culture a une influence nette : plus elle est considérable, plus le 
développement est lent (comparez les cultures de 20 cm® et de 
10 em’, dans des tubes de sections égales). Des expériences 
semblables montrent aussi qu’un ensemencement riche ne modifie 
pas essentiellement la succession des trois phases dans les cultures 
additionnées de streptomycine. 

On prépare donc des tubes contenant 5 cm* de culture d’une 
souche sensible, et 5 cm* de milieu de Dubos avec ou sans strep- 
tomycine. Pour chaque concentration, on dispose 4 tubes 
identiques. On mesure les troubles de chacun ct on y préléve, une 
ou deux fois par jour, des échantillons de 0,1 cm*; leur volume 
sera peu altéré. ‘Les échantillons de tubes identiques sont 
mélangés, puis chauffés trente minutes au bain-marie a 84-86°, 
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ou traités par l’acide osmique ; ils ont parfois été utilisés a état 
irais : les aspects observés ont toujours été les mémes. Aprés 
dilution au dixiéme en eau bidistillée, on étale une gouttelette sur 
membrane de collodion porlée par une grille ; on laisse sécher 
sans ombrer (Linz [6)). 

Les images trouvées au microscope électronique (1) dans les 
cultures témoins, sans streptomycine, sont les suivantes. Les 
bacilles des cultures jeunes (neuf a soixante-douze heures) se 
présentent comme des batonnets sombres de 2,5 a 4 » x 0,5 p, 
renfermant des granulations arrondies [diamétre, 0,1 4 0,4 | 


Fic. 4. — Bacilles sombres (Souche E;; pas de streptomycine; 
culture de vingt-quatre heures a 38°.) 


(fig. 1). A parur du cinquiéme jour, le corps de nombreux 
bacilles s’éclaircit et s’allonge (4,5 4 5 w x 0,5 pw); mais les 
granulations restent bien marquées, seule leur structure parait 
moins homogéne, plus tourmentée. Le germe prend ainsi un 
aspect bigarré (fig. 2). Dés ce moment, mais surtout A partir des 
dixiéme-quinziéme jours, apparaissent un petit nombre de baton- 
nets pales (mémes dimensions), qu’on dirait vidés de leur 
substance, et ot. méme les granulations sont estompées (fig. 3). 
En méme temps, les bacilles sombres deviennent plus rares et 
les bacilles bigarrés plus fréquents. Vers les dixiéme-vingtiéme 


(1) Les examens au microscope électronique n’ont été rendus possibles 
que grace 4 l’obligeance et au dévouement de M. le Professeur De Keyser 
et de M. Degueldre, du Laboratoire de Chimie industrielle de 1’Univer- 
sité libre de Bruxelles. Je les remercie bien vivement. 


| 
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jours, on apercoit de rares sphérules libres dans Je milieu ; elles 
ont la méme taille (diamétre, 0,1 4 0,4 w) et sont aussi foncées 
que les granulations 4 Vintérieur des bacilles bigarrés (fig. 4). 
Rosenblatt et coll. [9], Werner [43] et Ruziczka et Orth [40] ont 
observé des aspects semblables. 

Bac:lles sombres, bacilles bigarrés, hacilles pales et sphérules 
libres, voila les divers aspects que présente M. tuberculosis dans 
les cultures en milieu de Dubos. Le moment de leur appari’ion, 
leur forme, leur taille permettent de Jes classer : Ices bacilles 


Fic. 2. — Bacilles bigarrés. (Souche Es; pas de streptomycine; 
culture de six jours.) 


sombres sont des bacilles jeunes ; les bacilles bigarrés sont plus 
igés, mais toujours actifs ; les bacilles pales sont en voie de lyse ; 
les sphérules libres proviennent probablement des granulations 
intrabacillaires lors de la rupture des batonne's. Une image 
suggestive montre un bacille pale achevant sa lyse: il se fond 
dans le milieu, et seules ses granulations, ressemblant aux sphé- 
rules libres, se voient encore, maintenues en ligne par un reste 
de corps bacillaire. Remarquons que les bacilles pales, d’a‘lleurs 
trés rares, sont toujours attachés par un pole ou une face A 
des hacilles sombres ou bigarrés, avec lesquels lls forment 
paires. 

Lorsque la semence est constituée par une culture de M. tuber- 
culosis dgée de plus de sept jours, on trouve des bacilles longs 
et bigarrés et quelques bacilles pales dans la nouvelle culture. 
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Fic. 3. — Bacille pale et bacilles bigarrés. (Souche E;; 
streptomycine 10 pg/cm*; cullure de trois jours.) 


Fic. 4. — Sphérules libres et un bacille bigarré. (Souche E,; 
streplomycine 10 yg/em3; culture de neuf jours.) 
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Mais ceux-ci ont presque disparu dés la neuviéme heure d’incu- 
bation a 388°. 

Dans les cultures en milieu de Dubos additionné de strepto- 
mycine a concentra‘ion sub-bactériostatique, les mémes images 
que précédemment sont retrouvées. Elles se retrouvent. encore 
lorsque la concentration de |’antibiotique est bactériostatique, mais 
avec les différences suivantes. Les bacilles bigarrés, les bacilles 
pales et les sphérules libres appara‘ssent plus précocement : les 
bacilles bigarrés, le deuxiéme-troisiéme jour ; les bacilles pales, 
dés le troisiéme jour ; les sphérules, le cinquiéme jour. Ils ont la 


Fic. 5. — Corps en fer & cheval. (Souche E; ; streptomycine 10 pg/cm? ; 
cing jours a 38°.) 


méme taille. Les bacilles bigarrés introduits avec la semence 
disparaissent lentement ; il en reste aprés trente-trois heures de 
culture. Loin d’étre rares, les bacilles pales et les sphérules libres 
sont trés nombreux ; vers le dixiéme jour, les bacilles pales 
constituent la majorité. Tant que les bacilles sombres et bigarrés 
ne représentent pas moins de la moitié environ des batonnets, les 
bacilles pales forment paire avec eux (accolement par un pole 
ou une face) ; plus tard, des amas peuvent élre compos¢s un:que- 
ment par des bacilles pales. Enfin, les cultures additionnées de 
streptomycine conliennent des formes trés particuli¢res: des 
éléments courbés, en fer a cheval, qui apparaissent vers le 
cinquiéme jour [longueur, 0,3 4 3 w; largeur, 0,05 a 0,4 yp] 
(fig. 5). Leur signification reste mystérieuse ; mais on peut 
affirmer qu’il n’y en a jamais, ni dans une solution de s'repto- 
mycine dans le milieu de culture non ensemencé, ni dans les 
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cultures témoins de M. tuberculosis sans slreplomycine. Ils 
résultent done de Vinter-action des germes et de l’antibiotique. 
Peul-étre dériven'-ils des granulations des bacilles b:garrés : 
cetles-ci semblent souvent formées par des cordons tordus ; | 
suffirait de dérouler les cordons pour obtenir l’aspect des corps 
en fer 4 cheval. Ruziczka et Orth, cultivant Ja souche H387Rv sur 
milieu de Hohn avee streptomycine, ont observé des formes pro- 
bablement identiques avec les bacilles sombres et les bacilles 
bigarrés ; mais ils ne décrivent ni bacilles pales, ni sphérules 
libres, ni corps en fer a cheval. 

Récapitulons : On trouve: 1° dans les cultures sans strepto- 
mycine, des bacilles sombres, bigarrés et pales, et des sphérules 
libres, ces deux derniers étant rares ; 2° dans les cultures conte- 
nant des concentrations bac'ériostatiques de streptomycine, les 
mémes formes, mais les bacilles pales et les sphérules libres sont 
nombreux ; en outre, il y a des corps en fer 4 cheval. En somme, 
si l’on exceple ces derniers, rien n’existe dans les cultures avec 
streptomycine qui n’exisle aussi dans les cultures témoins, mais 
les formes en lyse sont beaucoup plus fréquentes dans les pre- 
miéres. On peut dire que la s'reptomycine intensifie considéra- 
blement les processus normaux de lyse de M. tuberculosis. 

Etablissons maintenant la correspondance chronologique entre 
l’évolution turb:dimétrique d’une culture additionnée de strepto- 
mycine et l’évolution morphologique de ses germes (tableau IV). 


Tis.exvu IV. — Correspondance chronologique entre l’évolution tur- 
bidimétrique et l’évolution morphologique dune culture de 
M. tuberculosis (souche sensible E,) additionnée de strepiomycine 
(1 pg/c n*). 


TEMPS D'INCUBATION EVO’ UTION EVOLUTION MORPHOLOGIQUE 
a 38° turbidimetrique (microscope électronique) 

0 minute... Sas! B. bigarrés, rares b. sombres (+). 

42 4 48 heures. . Multiplication. |8. sombres. 

PRIUS Gon bo Bo Inhibition, Nombreux b. sombres et bigarrés; 
rares b, pales. 

4jours ..... .| Début de lyse. |Comme i 3 jours, mais b. pales plus 
nombreux, 

5 a8 jours. . . . .jLyse progressive |Les b. summbres se raréfient: les b. 
bigarres et pales sont nombreux, 
Sphérules libres. Corps en fir a 
cheval 

Plus de 8 jours . .| Fin de la lyse |Comme précédemment, mais b. som- 

(trouble =t ouble} bres devenus trés rares. 
du moment ). 


(+) Les bacilles bigarrés introduits avec la semence (agée de 7 jours) n’auront pas 
tous disparu a la trente-troisiéme heure. 


Elle confirme en tous points les conclusions précédentes : les 
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bacilles pales font leur apparition au moment ot la multiplication 
cesse, ils augmentent en nombre au fur et A mesure que la lyse 
progresse ; les sphérules libres et les corps en fer a cheval 
accompagnent également la lyse ; a la fin de celle-ci, presque tous 
les corps bacillaires sont devenus pales. 


* 
x** 


'‘L’action de la streptomycine sur des variants de M. tubercu- 
losis, résistant A son effet bactériostatique, est trop complexe 
pour pouvoir l’examiner ici. Elle n’apporte d’ailleurs rien de 
spécial du point de vue qui nous occupe. 


* 
** 


Deux caractéres de l’action de la streptomycine sur les souches 
sensibles de M. tuberculosis mér:tent d’étre soulignés : la multi- 
plication des germes dans une phase initiale, et la lyse qui lu 
fait suite. Wallace et coll. [42] avaient déja signalé la mulliplication 
passagére de bac'éries 4 croissance rap:de dans des milieux de 
culture additionnés de concentrations de streptomycine dites inhi- 
bitrices. Dans le cas du bacille tuberculeux, la multiplication 
est suivie d’une lyse certaine. La streptomycine exalte des pro- 
cessus lytiques normaux et fait apparaitre des corps en fer a 
cheval dont la signification n’est pas élucidée, mais qui sont en 
relation probable avec la lyse. D’autres substances lysent les 
cultures de M. tuberculosis: Vhydrazide isonicolinique, d:vers 
antiseptiques, etc. (Linz et Lecocq [8]). Seul hydrazide isonico- 
tinique partage avec la streptomycine la propriété de permettre 
@abord une multiplication (Linz [2)). 

La streptomycine ne parait pas altérer la premiére division des 
bacilles ensemencés; les images au microscope électronique ne 
different guére de celles des cullures témoins. Elle ralentit 4 peine 
cette division. Le fait que chaque germe se divise une seule fois 
(certains germes deux fois, si la concen'ration de l’antibiotique 
est suffisamment faible) s’explique-t-il par une action inhibitrice 
développée au cours ou 4 la fin de celte division ? On serait tenté 
de le croire. Mais cette hypothése s’accorde mal avec deux obser- 
vations, faites, 4 vrai dire, sur des bactéries au‘res que M. tuber- 
culosis ; 1° la streptomycine est bactéricide pour des suspensions 
de bactéries non proliférantes (Strauss); 2° elle fait apparaitre 
des variants résistants dans de telles suspensions (Linz et 
Lecocq [7)). 

On sait que son action bactériostalique sur M. tuberculosis 
devient irréversible aprés une période de trois 4 quatre jours 
(Linz [5]), période dont la longueur correspond grossi¢rement 
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avec celle de la période précédant la lyse. Doit-on conclure que 
cest la lenteur de cette action qui permet aux cellules de se 
multiplier d’abord ? On peut en douter puisque, dans les mémes 
conditions, l’action de I’hydrazide isonicotinique devient irréver- 
sible aprés un jour (Linz [4]), bien que la période de multipli- 
cation soit aussi longue que pour la streptomycine. 

Revenons sur un fait trés étrange. Dans le milieu contenant de 
la streptomycine A concentration « bactériostatique », le nombre 
des bacilles ensemencés double, ou triple parfo:s, au cours de la 
phase de multiplication-initiale ; et lorsque la lyse est arrivée 
4 son terme, on retrouve, en général, aulant de bacilles qu’on en 
avait ensemencés. II faut que la concentration de la streptomycine 
soit cent a mille fois plus élevée que la concentration min:mum 
bactériostatique, pour que la lyse dépasse ce stade et que le 
nombre de bacilles tombe au-dessous du nombre initial. Sauf ce 
cas extréme, la lyse ne semble done frapper que la portion dont 
s’est accrue la population ensemencée. On est tenté de dire qu’elle 
touche les bacilles « nouvellement apparus » et non les « anciens » 
introduits au début dans le milieu. En effet, que la population 
double ou triple d’abord, le résultat est le méme ; la lyse raméne 
au nombre initial, et elle détruit pour cela plus ou moins de 
germes. ‘Les « anciens » ne sont cependant pas complétement 
a Pabri, puisqu’ils peuvent étre lysés tardivement par des concen- 
trations énormes de streptomycine. 

Bacilles « anciens » et « nouveaux » ? Que signifie cette dis*inc- 
tion ? N’admet-on pas que les deux individus issus de la division 
d’une bactérie ont des potentialités égales ? I] est un fait, cepen- 
dant, que la lyse par la streptomycine n’at'eint qu’une partie des 
bacilles tuberculeux, dans les conditions habituelles. En outre, 
l’examen des images obtenues au microscope électronique montre 
qu’au début, la lyse distingue certains germes des autres : les 
bacilles pales ne sont pas répartis au hasard, tantot cdte a céte, 
tantét séparés, mais sont toujours couplés avec des bacilles 
bigarrés, parfois avec des bacilles sombres, jamais avec d’autres 
bacilles pales. Chacun est attaché par un pole ou par une face 2 
un bacille non lysé, qu’il s’agisse de groupes de deux germes 
ou bien de groupes plus nombreux. II faut attendre que la culture 
vieillisse pour que plusieurs bacilles pales soient accolés l’un 
4 l'autre ; de pareilles images ne se voient que lorsque les bacilles 
pales forment environ la moitié de la population. 

On ne peut objecter que tout cela est un pur effet du hasard, 
que les bacilles pales sont rares au début, que la probabilité 
d’en trouver deux dans un méme champ microscopique est faible, 
et que la probabilité de les trouver unis est plus faible encore. 
Un tel raisonnement ne s’applique plus a des cultures avec strep- 
tomycine agées : les bacilles pales sont devenus nombreux, on en 
trouve plusieurs par champ microscopique ; et cependant, tant 
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que les bacilles non lysés constituent la majorité, les bacilles 
pales forment paire avec eux. 

Tout se passe donc comme si l’un des germes d’une paire se 
lysait avant l’autre. Les deux individus issus d’une division 
seraient doués de sensibilités différentes 4 la lyse par la strepto- 
mycine. Le plus résistant se lyse cependant lorsqu’on prolonge 
Vincubation ou bien lorsqu’on Je traite par des concentralions plus 
fortes de l’antibiotique. 

Rappelons que le nombre de résistants 4 la lyse, pour une 
semence donnée, est constant : il équivaut précisément au nombre 
de bacilles ensemencés ; peu importe que celui-ci ait doublé ou 
triplé au cours de la multiplication initiale. Ce fait suggére que 
ce sont bien les bacilles introduits dans le milieu qui subsistent, 
leur division leur conserverait intactes leurs propriétés, alors que 
les autres germes issus d’eux, indistinguables par ailleurs, sont 
plus aisément lysés. Les deux bactéries ne seraient pas « sceurs », 
mais « mére » et « fille ». 

De quels individus dérivent les cellules résistantes a J’action 
bactériostatique de la streptomycine et qui apparaissent sous 
influence de celle-ci ? Il est impossible de le dire. Les germes 
lysés (bacilles pales, sphérules libres) ne sont pas nécessairement 
incapables de se multiplier ultérieurement, et les germes non lysés 
ne résistent pas nécessairement a l’action inhibitrice parce qu’ils 
ont réussi une fois 4 échapper 4 la lyse. La présence de la strep- 
tomycine n’a empéché aucun des bacilles présents de se multiplier, 
semble-t-il. Elle ne parait pas sélectionner a ce premier stade. 
I] se peut que la sélection de mutants résistants spontanés inter- 
vienne plus tard, mais il se peut également que la résistance soit 
conférée a des cellules dont le métabolisme est modifié pendant 
leurs processus de multiplication. 


CONCLUSIONS. 


1° Des concentrations bactériostatiques de streptomycine n’em- 
péchent pas M. tuberculosis de se multiplier passagérement, de 
sorte que la population double ou triple. 

2° Une phase de lyse fait suite a cette multiplication. Elle 
raméne habituellement le nombre de bactéries au nombre initial 
introduit dans le milieu au début de l’expérience. 

3° Les germes affectent divers aspects au microscope électro- 
nique : batonnets sombres, bigarrés et pales, sphérules libres, 
corps en fer a cheval. Les batonnets pales et les sphérules libres 
sont des formes de lyse. Les corps en fer 4 cheval sont proba- 
blement liés a la lyse également. 

4° La streptomycine semble avant tout intensifier les processus 
normaux de lyse de M. tuberculosis. Le moment de son action est 
discuté. 
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5° Le nombre des bactéries lysées est généralement égal 4 
l’accroissement de la population pendant la phase de multiplica- 
tion. Les bacilles pales restent longtemps couplés avec des bacilles 
normaux. Ces deux faits suggérent que les deux individus issus 
d’une division bactérienne ont des potentialités inégales et que 
l'un d’enx est moins sensible 4 la lyse par la streptomycine que 
l’au‘re. 
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NOUVEAUX ASPECTS DE L’ACTION ANTITOXIQUE 
DE LA CORTISONE 


par L. CHEDID, F. BOYER et Micnetine SAVIARD (*). 


(Collége de France, Laboratoire d’Endocrinologie. 
Institut Pasteur, service de Chimie Thérapeutique B.) 


Malgré son action antitoxique certaine, la cortisone [4, 2, 3], 
en traitement prolongé, favorise l’infection; c’est la une limi- 
tation importante de son emploi. Nous avons eu l’occasion de 
signaler briévement ce phénoméne chez le rat infecté par Salmo- 
nella enteritidis (var. Danysz). Nous consignons ici les détails de 
cette expérimentation. 

Il est possible de provoquer une véritable typhoide expéri- 
mentale chez le rat, en lui administrant ce germe par voice 
buccale. Dans ces conditions, cette infec'ion n’est mortelle que 
dans 15 p. 100 des cas. Au contraire, si cet animal a été préa- 
Jablement surrénalectomisé, la mortalité, dans le méme laps de 
temps s’éléve considérablement. 

On peut obtenir des résultats analogues en traitant les animaux 
pendant plusieurs jours avec de la cortisone. 


PREMIERE EXPERIENCE. — Des rats pesant de 100 a 120 g ont 
recu de la cortisone par vole sous-cutanée pendant plusieurs 
jours. Le deuxiéme jour aprés le début du traitement, ces ani- 
maux sont infectés avec 1 cm® de culture de Salmonella enteritidis 
(var. Danysz), soit environ 4 milliards de germes. 

Le contréle de l’infection a été fait pour chaque animal dés 
sa mort. A l’autopsie, les animaux présentent trés souvent un 
aspect caractéristique : congestion des viscéres, épithélium intes- 
tinal aminci et rempli de matiéres séro-sanguinolentes, parfois 
méme des plaques de Peyer hémorragiques. La cortisone ne 
semble pas s’opposer 4 ces lésions [4]. Cependant, chez les ani- 
maux. traités, la rate ne parait pas augmenter de volume. La 
culture du sang du cccur et de la rate est positive et les germes 
isolés sont agglutinés par le sérum spécifique. Les rats ont donc 
succombé a l’infection provoquée par le germe inoculé (fig. 1). 

De l’examen de cette figure, il ressort que : 


(*) Manuscrit recu le 13 novembre 1953. 
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1° Les animaux traités ont moins bien résisté que les témoins ; 

2° La dépression de l’organisme dépend plus de la durée du 
traitement que de l’importance des doses administrées. 

DeuxigME EXPERIENCE. — Dans cette expérience, les rats ont 
recu par voie sous-culanée 5 mg de cortisone par jour pendant 
huit jours. Ils ont été infectés dans les conditions habituelles le 
deuxiéme jour aprés le début du traitement. 

Aprés huit jours de traitement a la cortisone, soit six jours 
aprés l’infection, tous les rats ont été mis a jeun vingt-quatre 
heures et sacrifiés sous anesthésie au nembutal. Le sang a été 
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Fic. 41. — En abscisses : nombre de jours. En ordonnées : pourcentage de 
survies. 1 ————, Témoins. 2 .—.—.—. Cortisone 5 mg une fois par jour 
(42 jours). 3 —.——, Cortisone 1 mg deux fois par jour (12 jours). 
4 ------- -, Cortisone 0,5 mg une fois par jour (8 jours). 5 ~ , Corti- 


sone 5 mg une fois par jour (8 jours). 


recueilli aprés section des carotides et Je foie prélevé immédia- 
tement et traité par la méthode de Good, Kramer et Somogyi 
modifiée par Pabst et coll. afin de doser le glycogéne [5, 6). 
L’acide ascorbique a été extrait de surrénales et dosé par la 
méthode de Sayers et coll. [7]. 


Résuttats. — 1° Tous les animaux traités ont maigri sous 
Paction de la cortisone, tandis que les témoins infectés dans les 
mémes conditions, mais non traités, ont conservé et méme parfois 
augmenté leur poids. 

2° Les surrénales ont augmenté de poids et de volume sous 
Veffet de l’infection ; au contraire, chez les animaux traités, on 
constate une diminution trés marquée du poids de cette slande. 
Les poids absolus sont différents suivant le sexe de Vanimal. 


L’ACTION ANTITOXIQUE DE LA CORTISONE 349 


Poids moyen des surrénales. 


TEMOINS 1EMOINS TRAITES 

non infectés infectés CORTISONE 

leg elt COM Cee 20 mg 28,5 mg 41,5 mg 
a Sat eats ote ee 34 mg 44 mg 22 mg 


3° Les variations du taux d’acide ascorbique ne nous ont 
donné aucune indication a retenir. Au contraire, le glycogéne 
hépatique, déja augmenté sous leffet de linfection, l’est plus 
encore par le traitement a la cortisone. 


Taux moyen du glycogéne hépatique 
en milligrammes pour 100 g de poids d’animal. 


TEMOINS TEMOINS TRAITES 
non infectés infectés CORTISONE 
(6 te OR ee ee ee Ail 3 18 
Ober rete bey ack ents, Sig 6,6 45,4 


On sait qu'il existe des rapports étroits entre surrénales et 
sexualité (1). Cependant, ces différences (poids des surrénales et 
glycogéne hépatique) ne se sont jamais traduites dans nos expé- 
riences par une différence de résistance tant 4 l’égard du germe 
que de son endotoxine. Par ailleurs, des injections d’cestradiol 
ne modifient pas la résistance de la souris 4 la toxine. 

4° Sous l’action de la cortisone, aucun de ces animaux n’a 
présenté d’hyperglycémie. Nous avons recherché cependant s’il 
était possible de s’opposer 4 l’action déprimante du traitement 
prolongé a la cortisone en lui associant ]’insuline. 

Il existe de nombreuses interrelations entre ces deux 
hormones. L’animal surrénalectomisé est plus sensible a Jl’in- 
suline [9, 10, 41, 12]. La cortisone est diabétogene dans cer- 
taines conditions [18, 44, 45]. Par ailleurs, la résistance a V’in- 
fection est trés diminuée chez les diabétiques, comme elle l’est 
aussi chez les animaux soumis a4 la cortisone pendant longtemps. 
Récemment, des auteurs ont réussi 4 infecter des rats résistant a 
la tuberculose, soit en les traitant par la cortisone, soit en pro- 
voquant chez ces animaux un diabéte alloxanique [46]. De tous 


(1) On trouvera cette question traitée en détail dans la revue faite 
récemment par R. Courrier et ses collaborateurs [8]. 
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ces faits, on peut rapprocher la constatation de Grattan et 
Jensen }A7[, Ces auteurs ont signalé qu’en plus de leur action 
glycogénique au niveau du foie, les gluco-procorticoides s’oppo- 
sent aux convulsions provoquées par ]’insuline chez la souris. 

Dans ces conditions, est-il possible de diminuer les effets nocifs 
de la cortisone par l’administration d’insuline ? 

Bien que dans l’une de nos expériences, l'association de 
V’insuline A la cortisone ait diminué nettement la mortalité qui 
résulte de l’hypercorlinémie prolongée, il ne nous semble pas 
que le role diabétogéne du composé E soit en cause. Rappelons 
d’ailleurs que nous n’avons jamais observé d’hyperglycémie chez 


les rats traités. 


* 
** 


On sait qu’a l’opposé de son action pro-infectieuse, la corti- 
sone, administrée dans certaines conditions, augmente la résis- 
tance de l’animal vis-a-vis de différents germes et surtout de leur 
antigéne glucido-lipidique. 

Dans un précédent mémoire [2], nous avons émis I’hypothése 
suivante : la cortisone « ne neutralise pas directement le poison 
microbien, mais agit vraisemblablement sur un récepteur péri- 
phérique qui est capable de s’opposer 4 l’action de la toxine ». 

I] nous a paru intéressant de rechercher si cette hormone mani- 
festait son action en l’absence de différents organes importants : 
tels que le foie, la rate, le thymus, etc. 

Nous savons que, si la cortisone est active vis-a-vis des endo- 
toxines, elle est par contre inactive vis-a-vis des exotoxines [8]. 
Dans toutes nos expériences, nous avions injecté les endotoxines 
par voie intrapéritonéale et les exotoxines par voie sous-cutanée 
ou intramusculaire. L’action de l’hormone était-elle lige au mode 
d’inoculation ? Gale et Elberg [48] ont montré que certaines 
substances, comme la mucine, modifient la virulence de divers 
agents bactériens par leur action sur la perméabilité du_péri- 
toine. Le composé E n’agit pas cependant par ce mécanisme, 
car si l’on injecte la toxine tétanique par voie intrapéritonéale, 
la cortisone demeure sans action, tandis qu’elle continue a pro- 
téger la souris vis-a-vis de l’endotoxine d’Escherichia coli, 
méme quand cette derniére est injectée par voie intraveineuse. 
_ Nous avons utilisé la voie intraveineuse, car l’antigéne glucido- 
lipidique n’est toxique qu’a de trés fortes doses par voie sous- 
cutanée et demeure complétement inactif par voie buccale. Pour 
Boivin, ce fait est étonnant, l’endotoxine n’étant pas de nature 
protéique, sa destruction par les sucs digestifs est difficile 


a imaginer. I] existerait, pour cet auteur, un enzyme dans l’épi- 
thélium intestinal [49, 20). 
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A. RéLe pu ror. — On sait qu’un grand nombre d’hormones 
stéroides administrées par voie buccale sont inactivées parce 
qu’elles sont détruites par la cellule hépatique. Bien que certains 
auteurs aient signalé la destruction de la cortisone in vitro par 
le foie [24], de nombreuses observations cliniques mettent 
en évidence une activité au moins égale lorsque cette hormone 
est administrée par la bouche [22, 23]. Cette activité s’explique- 
rait par une transformation du composé E en composé F [24]. 
Nous-mémes avons toujours constaté une action tout aussi effi- 
cace vis-a-vis de l’antigéne glucido-lipidique lorsque le com- 
posé E est administré par cette voie a la souris. 

Il ne semble pas que le foie joue un réle important dans la 
détoxification de l’endotoxine. 

1° Toxicité de Vantigéne glucido-lipidique injecté par voie 
intrasplénique. — Toute substance introduite dans la rate est 
entrainée entiérement vers le foie. Administrée dans ces condi- 
tions, si cette substance est détoxifiée par la cellule hépatique, 
il faut considérablement augmenter la dose pour obtenir le 
méme effet que par voile générale. En ce qui concerne |’antigéne 
glucido-lipidique, il suffit d’injecter 0,5 mg dans la rate pour 
tuer le rat dans les mémes délais que par voie intraveineuse. 

La surrénalectomie augmente considérablement la_sensibilité 
4 l’endotoxine ; en est-il de méme lorsque cette derni¢re est 
injectée par vole intrasplénique ? 

Dix souris surrénalectomisées depuis trois jours sont divisées 
en deux lots : 

Cing souris recoivent 0,1 mg d’antigéne (2) par voie intra- 
veineuse. 

Les cing autres recoivent la méme dose dans la rate. Tous 
les animaux meurent en quelques heures. 

A lexamen histologique, les lésions sont déja considérables 
au niveau de divers organes : elles semblent s’établir plus tot 
lorsque l’on introduit l’antigéne par voie intrasplénique. 

Ainsi, le foie ne parait pas jouer un réle immédiat dans la 
détoxification de l’antigéne, puisque l’injection par cette vole ne 
diminue pas sa toxicité aussi bien chez le rat normal, que chez 
la souris surrénalectomisée. 

2° Action antitoxique de la cortisone chez le rat partiel- 
lement hépatectomisé. — Nous avons cherché a déterminer si la 
présence du foie est indispensable pour que l’action de la corti- 
sone se manifeste. On pratique l’hépatectomie subtotale chez 
10 rats pesant environ 150 g, suivant la technique de Selye [28]. 
Trois jours plus tard, les animaux sont divisés en deux lots et 


(2) Il faut injecter 0,3 mg du méme antigéne par voie intraveineuse 
pour tuer la souris normale. 
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sont tous inoculés par voie intrapéritonéale avec 0,2 mg a’ anti- 
eéne glucido-lipidique. 
~ Les 5 témoins meurent en moins de huit heures. 

Les animaux qui ont recu 6 mg de cortisone une heure avant 
l’antigéne meurent dans les délais suivants 

Un en vingt-quatre heures ; un en quarante-huit heures ; deux 
en trois jours ; le cinquiéme est sacrifié quinze jours plus tard. 

Bien que la dose 100 p. 100 mortelle chez le rat, en moins 
de vingt-quatre heures, soit de 0,5 mg et que les témoins hépa- 
tectomisés aient succombé 4 0,2 mg en quelques heures, il ne 
semble pas que la cortisone agisse au niveau du foie, L’animal 
étant devenu plus sensible 4 n’importe quelle substance toxique, 
la protection hormonale parait d’autant plus significative. 


B. Rote ve La Rate. — La cortisone augmente le nombre des 
éosinophiles dans la rate [25], tout en diminuant son volume et 
en s’opposant 4 l’hypertrophie. de cet organe chez l’animal 
infecté [26, 27]. Toutefois, la splénectomie n’augmente pas la 
sensibilité de l’animal a l’endotoxine et n’empéche pas la corti- 
sone d’agir favorablement. 

Ainsi, aprés ablation d’organes réticulo-endothéliaux, dont le 
role antitoxique a toujours été considéré comme majeur, la sensi- 
bilité de l’animal a l’endotoxine n’est pas augmentée d’une 
maniére appréciable. (Rappelons qu’aprés surrénalectomie, le 
centiéme de la dose suffit pour tuer la souris). Par ailleurs, la 
cortisone manifeste pleimement son action aprés la splénectomie 
ou Vhépatectomie. 


C. Rove pu tTuymus. — On connait les rapports étroits qui 
existent entre le thymus et la surrénale. Le thymus est hyper- 
trophié chez l’animal décapsulé; la cortisone ainsi que le 
« stress » le font considérablement diminuer de volume [28, 29]. 
Ces constatations expérimentales sont venues étayer les anciennes 
observations cliniques au sujet de « l’état thymico-lymphatique », 
On a expliqué l’action de la cortisone par la lyse des lympho- 
cytes et la libération de globulines, a partir desquelles se 
feraient les anticorps [80]. Bien que cette opinion ait été révisée 
depuis, la question se posait de savoir si la cortisone conservait 
son action antitoxique chez l’animal thymectomisé. 

Voici, a titre d’exemple, les détails de l'une de nos expériences. 
Des rats pesant 80 g sont anesthésiés a l’éther, thymectomisés et 
surrénalectomisés. Deux jours plus tard, la cortisone est admi- 
nistrée par voile sous-cutanée, une heure avant |’endotoxine. 

Des rats témoins surrénalectomisés seulement recolvent au 
méme moment les mémes doses d’antigéne et de cortisone. Un 
deuxiéme lot de témoins surrénalectomisés ne recoit que |’anti- 
géne. Les rats surrénalectomisés meurent en trois heures. Chez 
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les 4 rats surrénalectomisés traités avee 5 mg de cortisone, 
1 meurt en cing heures, 3 sont vivants le sixiéme jour. Tous les 
rats [4] thymectomysés et surrénalectomisés survivent. Ainsi 
Yaction de la cortisone est maintenue chez l’animal privé de son 
thymus. 


D. La cCoRTISONE AGIT-ELLE AU NIVEAU DU TISSU SANGUIN ? — lI 
a été observé in vitro que le pouvoir histaminopexique du sang 
et des tissus du rat disparait aprés surrénalectomie et qu’il est 
restitué par des injections de cortisone [84, 32, 33]. Existe-t-il un 
phénoméne analogue 4 l’égard de Jlendotoxine? Reilly et ses 
collaborateurs [84] ont signalé que le sérum sanguin posséde 
une propriété antiendotoxine. En effet, le sérum de souris neu- 
tralise in vitro |’endotoxine. Mais cette action ne semble pas 
diminuer aprés la surrénalectomie et les injections de cortisone 
ne la modifient pas sensiblement. 

La toxicité chez la souris normale est un critére bien peu 
sensible et 11 ne nous a pas été possible d’utiliser animal surré- 
naleclomisé, car chez ce dernier 0,5 cm* de sang provoque la 
plupart du temps un choc mortel. De toute fagon, cette neutra- 
lisation in vitro semble étre un artefact. I] serait difficile d’expli- 
quer autrement que 0,01 mg d’endotoxine injectée par voie intra- 
veineuse tue la souris surrénalectomisée. De plus, l’antigéne glu- 
cido-lipidique ne semble pas étre détruit in vivo, méme aprés un 
temps trés long, comme le démontrent les expériences de 
parabiose. 

Nous avons récemment signalé [85] que l’antigéne glucido- 
lipidique injecté 4 un parabionte tue les deux animaux. Néan- 
moins, dans un grand nombre de cas, si |’on a administré de la 
cortisone au parabionte qui a recu l’endotoxine, il peut survivre a 
son partenaire. Il semble done que l’hormone agisse localement 
et qu’elle ne détoxifie pas l’antigéne. De plus, dans les conditions 
de nos expériences, la cortisone ne passe pas d’un parabionte a’ 
Vautre. 

Dans notre travail, nous avions mesuré la vitesse de passage du 
radio-sodium. Une autre technique nous a permis de vérifier si 
la communication est bien établie entre les deux parabiontes. 

Nous avons inoculé du trypanosome (Trypanosoma brucei) a 
un parabionte et attendu que les parasites se soient également 
multipliés dans le sang des deux animaux. Nous avons alors 
injecté 3 cm* de sérum humain a l'un des parabiontes. En 
quelques heures, le nombre des flagellés décroit, puis ils dispa- 
raissent totalement, chez les deux partenaires. Cette propriété 
trypanocide du sang humain signalée par Laveran est li¢e aux 
globulines : cette méthode permet donc de suivre le passage 
d’une grosse molécule [36]. 
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CoNCLUSIONS. 


Tout apport exogéne continu de cortisone produit un effet défa- 
vorable, aussi faut-i] présumer que la cortico-surrénale remplil 
sa fonction en se déchargeant brutalement, plutot que par une 
sécrétion soutenue. 

Bien qu’il soit séduisant d’attribuer cet effet nocif a V’action 
diabétogéne du composé E, des essais préliminaires faits avec 
Vinsuline se sont révélés inefficaces. I] faut ajouter que, dans nos 
expériences, les animaux infectés et traités avec la_ cortisone 
avaient une augmentation marquée du glycogéne hépatique, 
mais que cette augmentation ne s’accompagnait pas d’hyper- 
glycémie. 

Le mécanisme de l’action antitoxique de cette hormone 
demeure obscur. Cependant, il semble que la cortisone protége 
lanimal sans détruire l’antigéne glucido-lipidique, puisque ce 
dernier passe d’un parabionte a ]’autre en conservant sa toxicité. 
L’action hormonale doit s’exercer sans doute par un relais péri- 
phérique chez I’héte dont elle augmente la résistance : elle ne 
semble pas se faire au niveau sanguin, ni par l|’intermédiaire du 
thymus, de la rate ou du foie. 

Pour Lurie « il est possible que la cortisone diminue la per- 
méabilité de la membrane cellulaire... réduisant de la sorte les 
lésions qu’exercent les agents toxiques au niveau des cellules ». 
On trouvera, résumées par cet auteur, les nombreuses propriétés 
de cette hormone qui « agit dans les infections comme une arme A 
double tranchant » [87, 38]. 
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TOXINE TETANIQUE ET FORMOL 


par M. CHEYROUX (°). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches.) 


La transformation de bouillons toxiques en produits atoxiques 
mais conservant leurs propriélés antigéniques est obtenue aisé- 
ment et de facon sire par la méthode de G. Ramon, qui allie 
l'emploi judicieux du formo] a celui de la température. 

Cependant, le mécanisme de cette action conjuguée du formol 
et de la température sur les toxines n’est pas ¢lucidé, malgré les 
nombreuses recherches auxquelles il a donné lieu, en particulier 
en ce qui concerne l’obtention de l’anatoxine diphtérique. 

Dans certaines limi‘es, |’augmentation de la quantité de formol, 
Valcalinisation du pH, l’élévation de la température activent la 
transformation en anatoxine. Sur ces points, l’accord est général. 
Mais sur l’action de la formaldéhyde les opinions différent : réac- 
tion directe par méthylénisation de groupements aminés appar- 
tenant aux molécules toxiques ? 

— action catalytique favorisant une hydrolyse partielle ou des 
réactions de condensation soit dans la molécule toxique elle- 
méme, soit dans les protéines qui l’entourent ? 
action secondaire sur la molécule toxique du formol com- 
biné aux protéines du bouillon ? 

Aucune de ces hypothéses n’a encore été définitivement confir- 
mée. Quoi qu’il en soit, dans les expériences qui suivent, nous 
nous sommes efforcé d’étudier, pour la transformation de la toxine 
tétanique en ana‘oxine, les divers rapports existant entre, d’une 
part, la quantité de formol fixée par le bouillon toxique (1) et, 
d’autre part, la détoxification de ce bouillon et la variation de sa 
valeur floculante, en faisant varier pour cela la quantité de formol 
ajoutée a la toxine, et le pH de la toxine formolée. 


J, = DETOXIFICATION ET FIXATION DE FORMALDEHYDE 
DANS LES CONDITIONS NORMALES. 


Le traitement de la toxine tétanique par étuvage a 40° aprés 
add:tion de 5 em* p. 1000 d’une solution a 40 p. 100 d’aldéhyde 


(*) Manuscrit recu le 30 octobre 1953. 
(1) Dans toute cette expérimentation nous avons utilisé la méthode 


de titrage de l’aldéhyde formique au dimédon exposée par Velluz, C. R. 
Soc. Biol., 1932, 444, 289. 
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formique donne en un mois un produit atoxique, ayant conservé 
la majeure partie de son antigénicité : l’anatoxine tétanique. Mais 
la chute du pouvoir toxique se fait de telle sorte qu’en moins 
de trois semaines la toxine traitée est en fait déja inoffensive. 

Pour préciser la vitesse de disparition de la toxicité, nous avons 
traité selon la technique habituelle des lots de toxine tétanique 
en les testant chaque jour durant la premié¢re semaine d’ étuvage, 
i des intervalles de plusieurs jours par la suite. 

On obtient alors pour chaque lot une courbe semblable a celle 
de la figure 1, qui correspond a l’une de nos expériences. 

En ordonnée, sont portés les logarithmes du nombre de doses 


DM/ec 


1.000 4 


Oe: 


Jours d étuvage 
i 
de 2 oo Om Se sO nui te ie tls aie slop 16 


Fig. 4. 


mortelles pour le cobaye, par centimetre cube, nombre multipli¢ 
par 10 pour pouvoir inscrire sur la courbe le 1/10 de DM (corres- 
pondant ainsi au point zéro). En abscisse est inscrit le nombre 
de jours d’étuvage correspondant. 

Cette courbe correspond assez exactement a celle obtenue avec 
une formule de la forme : 


| Log © = Log T X a” | 


@ étant la toxicité au jour n. 

T étant la toxicité initiale. 

a un facteur spécifique. 

n le nombre de jours écoulé depuis la formolisation et l’étuvage. 


Dan ]’expérience faisant l’objet de la figure a = 0,75 ; et c’est 
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un facteur du méme ordre que nous avons retrouve dans toules 
les expériences similaires. 


Lorsque, dans les mémes condilions d’expérimentation, on suit 
la fixation du formol, on obtient la courbe 2. 

Cette courbe ne s’interpréte par aucune formule simple oppo- 
sable 4 celle de la chute de toxicité, car malgré son allure expo- 
nentielle durant les premiers jours d’étuvage, sa pente diminue 
tres vite. La fixation se ralentit rapidement et tend vers une 
stabilisation. A la fin de l’étuvage, le bouillon toxique formolé 
s’oriente done vers un état d’équilibre comportant un taux de 


80% *w 
Xx 
70%4 + 
1°) 
60%4 § 
is 
50% 


Jours détuvage 


formo] libre de ordre de 15 p. 100 de la formaldéhyde ajoutée. 

Comme nous le verrons par la suite, cet équilibre se conserve 
pratiquement pendant le stockage en chambre froide qui succéde 
i l’étuvage, mais est perturbé si les anatoxines sont conservées 
a’ une température plus élevée (laboratoire ou étuve). 


II. — D&vroxiIFICATION EY FIXATION DE FORMOL 
QUAND LA QUANTITE DE FORMALDEHYDE VARIE. 


Pour étudier Vinfluence de la quantité de formo] ajoutée a fa 
toxine a la fois sur la quantité de formaldéhyde fixée, et la détoxi- 
fication de la toxine, dans des conditions d’étuvage (température 
et durée) fixes, nous avons pris des séries de flacons, chaque 
série appartenant 4 un méme lot de toxine tétanique. 

Dans ces séries, chaque flacon a recu une quantité de formol 
différente, et croissant de 1,040 ¢ pour 1 000 cm, de formaldéhyde 
jusqu’a 6,050 g. 
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A la fin de l’étuvage d’un mois a 40°, le formol libre a été 
dosé, ce qui a donné par soustraction le formol fixé ; et nous avons 
testé la toxicité du produit. 

Les résultats concernant la fixation sont reproduits pour l’une 
de nos expériences dans la figure 3. 

Les quantités de formaldéhyde ajoutées sont traduites par la 
bissectrice des axes des X et Y. 

Les quantités de formaldéhyde fixées sont représentées par !a 


droite de formule Y = a X + b, dont l’équation est ici 


Ow a 


N 
FORMALDEHYDE FIXEE (Q.%b) 


FORMALDEHYDE AJOUTEE (G.%eo) 
3 4 5 


Fic. 3. 


Y = 0,65 X + 250 (Y et X étant exprimés en milligrammes de 
formaldéhyde). 

Suivant les lots de toxine utilisés, les facteurs a ect b varient 
légérement, mais les résultats sont toujours comparables. 

En ce qui concerne la détoxification, les résultats concernant 
la méme expérience sont inscrits dans le tableau I. 

De cette expérimentation, on peut conclure que, pour une toxine 
donnée, placée dans des conditions d’étuvage (température cl 
durée) données : 

1° Au-dessous d’un certain taux de formol la détoxification est 
incomplete, et ceci d’autant plus que le taux de formol est plus 
faible. 

2° Alors méme que la détoxification n’est plus assurée, il reste 
toujours une certaine quantité de formol libre (dans la limite des 
taux utilisés). 

8° Les quantités de formol fixé varient dans le méme sens que 
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Tasieau LI. 
; H et : HO iuce Vi des échantillons pour 2 
: src: : oe a : mi 1000 3 le cobaye de 350 g. : 
Leanne enn eee ss es EIsInEESSIIEIESTIISES SSDs sRSSnISnaEnENENSRIISASSREENNNTNNIIIT | 
; I 4 6,050 g : 4,210 € : Rien - : 
: 2 5 5,180 g ; 3,420 ¢g : > - : 
er 2,920 : " - 
ee Sr Se + 2,540 ¢ : . - : 
Peg Magee 1,910 ge : " . 
mee ee ear 1,820 g " : : 
eee air. ae hae 1,710 " = 
: 8: 0T0 g 1,600 g " 2 
ee eee : 1,430¢ : " . 
i. EOlenat & ETA a 360 e " = 
1. 3t woul eee 1,290 g " 5 
bo 1S enh iGo e ¢: Tis Bas " = : 
oe, ee a Br ; 1,020 @ : PamWlgateeceis Ise jeur-ducrie 
; I4 ; I,040 ¢ ; 0,900 ¢g : Tétonos généralisé 5ej. - M. le Bej.: 
3 t : 2 Hy 


celles de formol ajoulé, mais non parallélement. Plus la quantité 
ajoutée est faible, plus fort est le pourcentage de fixation. 

Notons cependant que, pour une méme quantité de formol 
ajouté, la fixation varie~légérement suivant les lots de toxine, 
et que suivant les lots également, la toxicité apparait A des taux 
légérement différents de formol ajouté (2). 


IJ. — Droxirication ET FIXATION DU FORMOL 
QUAND LE pH varie. 


L'importance du pH a été longuement étudiée dans la prépa- 
ration de Vanatoxine diphtérique, et nous nous sommes attaché 
& la mettre en évidence en ce qui concerne ]’anatoxine tétanique. 

Rappelons tout d’abord que la formol:sation d’une toxine quel- 
conque améne toujours une acidification immédiate, variable 
suivant la nature de la toxine (diphtérique, tétanique, ete.) et 
suivant les lots de toxine de méme nature. 

Cette acidification brutale n’est pas stable, en régle générale, 
le pH remonte au cours de 1l’étuvage, compensation due vraisem- 
blablement au pouvoir tampon des bouillons. 


(2) Les conclusions de ce chapitre sont valables pour toutes les 


autres toxines que nous avons étudiées : toxines diphtérique, botu- 
lique A, botulique B. 
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De toutes fagons, ces modifications « naturelles » du pH 
n’influencent en rien le processus de détoxification de la toxine. 

Que se passe-t-il, au contraire, si inten‘ionnellement on modifie 
le pH de la toxine immédiatement aprés formolisation (c’est- 
a-dire, compte tenu de l’acidification qu’elle provoque) ? 

Par addition d’acide chlorhydrique, ou de soude, A 9 échan- 
tillons d’une méme toxine tétanique que l’on vient de formoler, 
on prépare une gamme de flacons de pH croissant qui sont ensuite 
étuvés a 40°. Un dixieme flacon de tox:ne formolée sert de témoin. 

Compte tenu des modifications déja no‘ées pour les anatoxines 
normales, on peut dire que le pH de chacun de ces échantillons 
reste stable durant l’étuvage. La gamme de pH au bout d’un mois 
est pratiquement la méme que celle du début. 

Les résultats obtenus au point de vue de la fixation de formal- 
déhyde d’une part, de la détoxification d’autre part, sont les 
suivants : 


A. FIxarion DE FORMALDEHYDE. — Le tableau I donne les résul- 
tats obtenus lors d’une de nos expériences aprés qualre semaines 
d’étuvage 4 40°. 


Tapurau I]. 
: z : 
: pH de l'échantillon : Ponrcentage d'HCHO fixé : 
3 ~ : aprés 4 semaines A 40° : 
: 2 A 
: 5,67 : 12,2 % : 
3 = t 
3 6,05 2 14,9 & : 
: 6,25 : 16,8 % : 
F : : 
s 6,40 3 Sle 3 
5 $ 3 
f 6,68 3 86,3 % 3 
t 6,90 : 87,8 % : 
Fy $ : 
3 pe g 90 & : 
: {rey 3 90,8 % 4 
3 Hy : 
2 7,60 : 92,54 % : 
:Témoin 6,75 3 83,5 % : 


L’influence du pH sur la fixation de formaldéhyde est évidente. 
Plus le pH est élevé, plus la fixation est importante. Pour une 
élévation de pH de 2 unités environ, la fixation est majorée de 
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20 p. 100, le témoin restant conforme a ce que nous avons vu au 
chapitre des anatoxines normales. 


B. Déroxirication — Le tableau III donne les résultats corres- 
pondant a l’expérience précédente. Nous y présentons le résultat 
des tests de toxicité effectués hebdomadairement, l’expérience 
ayant été prolongée d’une semaine pour essayer de parfaire la 
détoxification des échantillons demeurés toxiques au bout d'un 
mois d’étuvage. 

TaBLeEAn IIL. 


i * oxicité apres formolisation et étuvage de : 
* pH des échantillons : 


oe ee 


: 6 So. ee BS Seg Sane ge oe ae ee ee 

: 3 t 3 : ms 3 
5,67 te DM/em3 ‘ I/7 DM : 1/25 DM ates DM : ? ; 

6,05 ri DM/em3 : I/7T DM : I/25 DM ae DM ral a : 

6,25 DN/en3 : {/7 DM : 1/25 DM eae DM rag : 

6,40 :I Duyen3 + £/7 DM 1 1/25 DM $1/I00 DK t-I/I00 + 

6,68 VI Duyem3 i £/7 DM + 1/25 DM t-I/T00 ee hast 

6,90 iI DM/em3 : £/7 DM: 1/25 DM: ? i 22 

7,10 iI OM/em3 + £/7 DM ¢ 1/25 DM : ) : 0 

7331 iI DM/om3 ¢ £/7 DX t-I/I0ODM: 0 ‘ 0 

7,60 eh UiiehShas 1450" Dien seaienene. wid : 0 
:Témoin 6,75 iI DX/em3 1/7 DM 1/30 DM ; 2 (I) ) 


Au-dessous de 1/10 de DM par centimétre cube, nous avons 
estimé la toxicité en utilisant une échelle arbitraire d’interpré- 
tation, mais correspondant a |’évolution de V’ intoxication tétanique 
habituellement observée sur des cobayes de 350 g. Cette échelle 
est la suivante : 


Mort du cobaye de 350 g en 4 jours : la quantité injectée contient 1 DM. 

Mort du cobaye de 350 g en 6 jours : la quantité injectée contient 8/10 DM. 

Mort du cobaye de 350 g en 8 jours : la quantité injectée contient 6/10 DM. 

Mort du cobaye de 350 g en 10 jours : la quantité injectée contient 4/10 DM. 

Paralysie sans mort, ou mort au dela du 10° jour : la quantité injectée contient 
4/10 DM. 


La relation entre la détoxification ect |’élévation des pH ressort 
nettement de ces résultats. Un pH élevé qui favorise la fixation 
du formo] active corrélativement la détoxification. Un fait discor- 
dant est cependant a noter. Dans toutes nos expériences, le flacon 
au pH le plus bas (toujours aux environs de pH 5,50-5,60) a paru 
se détoxifier légérement plus tot que ses suivants immédiats. Ce 
phénoméne parait en corrélation, non avec sa fixation de formol 
qui fut toujours la moins élevée, mais avec la variation de sa 
valeur floculante que nous allons voir dans le chapitre suivant. 
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IV. — VARIATIONS DE LA VALEUR FLOCULANTE, 
EN FONCTION DES VARIATIONS pu pH. 


La valeur floculante d’une toxine tétanique est modifiée par 
Vaction du formol et de I’étuvage : l’anatoxine a une valeur 
floculante plus faible que la toxine. Quelle est influence du pH 
sur cetie perte d’unités ? 

Le pourcentage que représente cette perte par rapport a la 
valeur de la toxine oscille entre 15 et 25 p. 100 et semble sur 
un grand nombre de lots étre plus élevé pour les toxines fortes 
que pour les plus faibles, comme en témoigne le tableau IV. 


TABLEAU LV. 


: : t 
: Valeur floculante :Nombre d'échantillons:Ponrcentage de perte: 


3 des _toxines H C3 des anatoxines t 
: : : F 
: I2 4 20 Lf 3 6 : I2 : 
t 21 a 25 Lf : 14 : Ig % : 
3 26 & 30 Lt : 19 i 14 % : 
S Flee 35 Le : 24 : 16 & : 
3 36 A 40 Lf z 31 z 17% 3 
: 41 a 45 lf t 20 : I7% t 
: 46a-50 Lf F 12 t 21 % : 
¢ 645A 55 Ef : 9 ! 25 & t 
% 56 & 62 Lf 3 16) § t 24% 

2 Moy7s If a,62 Lf & 146 5 Is % : 


Nos expériences ont porté sur les divers échantillons consti- 
tuant les gammes a pH croissant, déja suivies au point de vue 
détoxification et fixation de formol. 

Pour toutes, les résultats ont été similaires. Et compte tenu des 
différences dues aux lots de toxines et particuliérement traduites 
par les écarts des titres initiaux, les courbes obtenues ont une 
similitude frappante. 

La figure 4 donne, toujours en ce qui concerne la méme toxine 
que dans les expériences précédentes, les valeurs en unités flocu- 
lantes successivement enregistrées aprés une, quatre et cing 
semaines d’étuvage. Pour éviter la surcharge de la figure, les 
courbes des deuxiéme et troisiéme semaines, d’allure intermé- 
diaire entre celles des premiére et quatriéme semaines, ne sont 
pas reproduites. 

Dés la fin de la premiére semaine, l’influence du pH est frap- 
pante. I] apparait que, plus le pH est élevé, plus la valeur 
floculante diminue. La méme constatation est valable au cours 
des trois semaines suivantes. Pour tous les échantillons, la perte 
en unités s’accroit, mais reste moins importante dans la zone 
acide que dans la zone alcaline. Tout se passe comme si |’acidité 
du pH protégeait Ja toxine contre l’action du formol et de Ja 
chaleur, ce qui est conforme aux résultats obtenus par titrage 
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du formol, la fixation de celui-ci, nous l’avons vu, élant propor- 
tionnelle au pH. 

Mais a la fin de la quatriéme semaine apparait un fait plus 
prononcé encore a la fin de la cinquiéme, c’est la dissociation du 
comportement des deux flacons les plus acides, dont la valeur 
floculante continue 4 baisser, alors que pour le troisiéme flacon 
la perte est stabilisée en quatre semaines. 

Ce fléchissement de la valeur floculante au pH le plus bas est 
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a rapprocher de la légéere avance dans la détoxification qui marque 
le méme flacon et que nous avons notée au chapitre précédent. 
Ce fait qui mérite d’étre étudié plus en détail ne donne lieu qu’a 
des hypothéses. 


INFLUENCE DU pH suR LE TEMPS DE FLOCULATION. — L’influence 
nest pas moins nette sur le temps de floculation, qui se montre 
en effet proportionnel au pH : plus celui-ci est élevé, plus longue 
a se produire est la floculation, et ceci a toutes les périodes de 
létuvage. 

D’au're part, pour chaque échantillon, le temps de floculation 
augmente, notion déja bien connue, avec la durée de l’étuvage. 
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Cette augmentation est cependant moins marquée dans la zone 
acide que dans la zone alcaline. 


V. — EXPERIENCES COMPLIEMENTAIRES. 


Pour compléter cette étude sur la transformation des toxines 
tétaniques en anatoxines et les rapports entre détoxification et 
fixation de formol, nous nous sommes livré a quelques expériences 
complémentaires. 

Elles ont porté sur les points suivants : 

1° Une toxine tétanique tra:tée par une quantité insuffisante 
de formol et conservant de ce fait un resle de toxicité aprés un 
mois d’étuvage a 40° se détoxifie-t-elle entiérement si, a ce 
moment, on fait une nouvelle addition de formol, suivie d’un 
nouvel étuvage ? 

2° Que devient une toxine formolée demeurée toxique dans les 
mémes conditions, lorsque, sans addition de formol, elle n’est 
soumise qu’a un simple vieillissement, soit 4 l’étuve, soit a fa 
température du laboratoire, soit en chambre froide ? 

3° Pour des anatoxines normales, quel est le devenir du formol 
libre résiduel aprés un vieillissement de plus:eurs années soit 
a l’étuve, soit 4 la température du laboratoire, soit en chambre 
froide ? 


I. AcTION D'UNE NOUVELLE ADDITION DE FORMOL SUR DES TOXINES 
TETANIQUES TRAITEES, MAIS NON ENTIEREMENT DETOXIFIEES. — Utili- 
sant les conclusions des expériences présentées au chapitre LI, 
nous avons préparé une gamme de cinq flacons de toxine téta- 
nique du méme lot, qui ont été add:tionnés de quantités crois- 
santes de formol. Aprés un mois d’étuvage 4 40°, les résultats 
de fixation de formol étaient absolument conformes aux prév:- 
sions, et le test de toxicité confirmait nos expériences précé- 
dentes : les trois flacons ayant regu les quantités de formol les 
plus basses conservaient de la toxicité. Le tableau V résume ces 
résultats a la sortie de l’étuve. 

Le flacon I recoit alors une addition supplémentaire de formol 
(équivalente 4 0,435 g HCHO); on le replace a |’étuve. 

Le flacon II est replacé a ]’étuve sans addition supplémentaire 
de formol. 

Le flacon III est laissé 4 la température du laboratoire. 

Les flacons IV et V sont placés en chambre froide (+4°). 

Aprés quinze jours, les flacons sont repris et testés 4 nouveau. 
Les résultats sont inscrits au tableau VI. 

Cette expérience prouvait qu’une addition supplémentaire de 
formol avec prolongation de l’étuvage faisait disparaitre un reste 
de toxicité. 
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TasLgau V. 
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TasBLeEAu VI. 


3 s Formol : Formol 3 3 

: Flacons : ajouté : fiaé +: Toxicité 3: 

H : peIO00 : p.I000 : t 

3 : 3 : 3 

: I SIGS Wer LiG4t wes - t 

: : : : z 

H II : E50 tL 545. s - 3 

: : 3 ¢ : 

$ en T 216945 as L6C4™ « - 3 

3 3 $ : 3 

: IV S 2er6O Mas EuS7= 3s - 3 

: 3 : : 3 

: Vv Pea es ee Ones - g 

: $ 3 3 3 
Mais elle prouvait également que le réétuvage seul — et méme 
le simple vieillissement 4 la température du Jaboratoire — suffi- 


saient a détruire en quinze jours des restes de toxicité respecti- 
vement égaux a 1/12 et 1/50 de DM/cm’. 

C’est pourquoi nous avons entrepris une nouvelle expérience 
visant a établir Je réle du simple vieillissement d’une toxine 
paruiellement détoxifiée et conservée 4 différentes températures. 


II. Action DU VIEILLISSEMENT A DIVERSES TEMPERATURES SUR DES 
TOXINES TETANIQUES TRAITEES, MAIS NON ENTIEREMENT DETOXIFIEES. 
— Par réduction de la quantité de formol ajoutée, on prépare 
quatre flacons de toxine tétanique formolée conservant aprés un 
mois d’étuvage a 40° un reste de toxicité d’environ 1/50 DM/cm® 

Les flacons 1 et 2 sont alors remis a l’étuve ; le flacon 3 est 
laissé 4 la température du laboratoire ; le quatriéme est placé en 
chambre froide (+ 4°). 

Ces flacons sont ensuite suivis réguliégrement par dosage de 
formol, test de toxicité et pouvoir floculant. 

Les résultats sont résumés dans le tableau VII. 
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Tasieau VIL. 
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On peut conclure de cetle expérience que : 

1° Un simple réétuvage suffit pour parfaire la détoxification : 

2° La fixation de formol se poursuit lentement en chambre 
froide, mais elle est favorisée par ]’élévation de température ; 

3° L’élévation de température, qui accroit Ja fixation du formol, 
influe parallélement sur les modifications du bouillon toxique qui 
se traduit par la diminution plus importante du pouvoir floculant, 
et Vallongement du temps de floculation. 


III. ForMoL LIBRE RESIDUEL DANS LES ANATOXINES TETANIQUES 
APRES VIEILLISSEMENT DE PLUSIEURS ANNEES. INFLUENCE DE LA TEM- 
PERATURE. — Ces dosages de formol ont été exécutés sur des lots 
d’ampoules d’anatoxines télaniques datant d’au moins trois ans. 
Dans chaque lot quelques ampoules avaient été conservées en 
chambre froide, d'autres 4 la température du laboratoire, d’autres 
enfin, 4 l’étuve a 40°. 

Les résultats ont été les suivants : 


Conservation en chambre froide : fixation moyenne de 


formol ie =e ee ss ee eee eee ems eco ps 400 
Conservation & la température du laboratoire : fixation 
THOVEMNe COMO ut mca acinar a ews fo irom nO 


Conservation & l’étuve 40° : fixation moyenne de formol. 99 — 


On peut donc conclure que, dans les conditions de stockage 
normales, méme aprés un vieillissement de plusieurs années, les 
anatoxines tétaniques conservent un taux de formol libre résiduel 
denviron 10 p. 100 du formol ajout¢, 


ResumMi. 


Nous avons réalisé diverses expériences pour étudier les rap- 
ports entre la fixation de formaldéhyde par les bouillons téta- 
niques toxiques et leur détoxification. Nous pouvons en tirer les 
conclusions suivantes : 

1° La détoxification d’une toxine ltétanique formolée et étuvce 
est trés rapide et suit une courbe d’allure exponenticlle. La fixa- 


368 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


tion corrélative d’aldéhyde formique, trés rapide les premiers 
jours, tend ensuite a se stabiliser, laissant a la fin de l’étuvage 
un taux résiduel de formol libre de l’ordre de 15 p. 100. 

2° Lorsque la quantité de formol ajoutée est trop faible, la 
détoxification est incomplete. Malgré cela, aux taux par nous ull- 
lisés, il demeure toujours une certaine quantité de formol libre. 
Pour un méme lot de toxine, la quantité de formaldéhyde ajoutée 
et la quantité fixée sont liées selon une formule simple. 

3° Lorsque le pH d’une toxine formolée et étuvée est artificiel- 
lement augmenté, la fixation de formol est plus rapide et plus 
importante. Les modifications consécutives subies par le bouillon 
toxique se traduisent : 

Par une détoxification plus rapide ; 

Par une diminution plus importante de Ja valeur floculante ; 

Par un allongement plus important du temps de floculation ; 

4° Une toxine tétanique étuvée, mais insuffisamment formolée 
perd son reste de toxicité par prolongation de |’étuvage, avec ou 
sans addition supplémentaire de formol, sans modification impor- 
tante de sa valeur floculante. 

5° Dans les cunditions ordinaires de stockage, les anatoxines 
télaniques conservent aprés trois ans de vieillissement un taux 
de formol |:bre résiduel d’environ 10 p. 100 de la formaldéhyde 
primitivement ajoutée. 
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COMMUNICATIONS 


SUR LA TENEUR EN MANGANESE DES PHANEROGAMES 


par Gaperes BERTRAND et Lazare SILBERSTEIN. 


Unstlitul Pasteur.) 


A la suile de la découverte par Scheele en 1774, découverte élonnante 
pour l’époque, de trés petites quantités de manganése dans les cendres 
du cumin sauvage et dans celles du bois, plusieurs chimistes ont 
signalé la présence de ce métal dans certaines substances ou tissus 
Worigine vivante [4]. Plusieurs physiologistes ont méme tenté des 
expériences pour savoir si cet élément est nécessaire ou seulement 
utile soit aux plantes, soit aux animaux. Aucun résultat n’avait encore 
pu, a la fin du siécle dernier, apporter une certitude quelconque sur 
ces questions. 

La connaissance de la laccase et du réle joué par le manganése dans 
les phénomeénes oxydasiques a donné un nouvel essor aux recherches 
biochimiques et suscité, notamment, la délermination quantitative du 
manganése dans un grand nombre de matériaux d'origine végétale. 

Mais, comme on ne tarde pas 4 s’en apercevoir quand on scrute les 
résultats publiés, les analyses n’ont guére porté que sur des parties 
de plantes [2]. Or il est connu aujourd’hui que la composition 
chimique élémentaire varie beaucoup quantitativement d’un organe a 
autre d’une méme plante [3] et qu’elle subit, en outre, des modifi- 
cations importantes avec l’age [4]. Il n’est donc, pour ainsi dire, pas 
possible de se servir des analyses publiées jusqu’ici pour se faire une 
idée un peu précise des besoins d’une espéce végétale donnée en manga- 
nése el, & plus forte raison, de comparer 4 ce point de vue plusieurs 
especes. 

L’utilité de combler cette lacune nous a paru d’autant plus grande 
quil y avait lieu aussi de rechercher si les relations récemment mises 
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en évidence entre certains groupes naturels de plantes et leurs teneurs 
soit en bore, soit en rubidium [5], s’étendaient & d’autres éléments. 

Nos analyses ont porté, pour chaque plante, sur la partie aérienne 
entiére, récoltée en bon état de développement et au moment de la 
floraison (c’est-a-dire 4 l’Age physiologique qui semble le plus conve- 
nable). 

Pour commencer, nous avons limité notre étude aux Phanérogames, 
dont nous avons analysé 160 espéces. Les échantillons de ces plantes 
provenaient, en grande partie, des récoltes faites au cours de ces 
derniéres années et avaient servi 4 des recherches sur le rubidium, un 
certain nombre aussi aux recherches sur le bore. 

La méthode d’analyse employée a été celle décrite en détail par l’un 
de nous en 1911, 4 cela prés que nous avons utilisé un électro-colori- 
métre pour la mesure finale [6]. 

Il est & peine besoin de signaler que le manganése a été retrouvé 
dans toutes les plantes. La connaissance qualitative de la présence 
générale de cet oligoélément dans la matiére vivante trouve seulement 
dans nos résultats, par leur grand nombre, une importante confir- 
mation. : 

Examinés au point de vue quantitatif, ces résultats montrent en 
premier lieu que les teneurs en manganése, rapportées au kilogramme 
de plante séche, varient d’environ 15 mg (Galium Mollugo, Origan, 
Allium carinatum, Iris germanica) a plus de 0,5 g et méme de 1 g. 

Si on range ensuite ces teneurs par ordre croissant, on reconnait que 
les plus faibles jusqu’a 20 mg sont peu fréquentes (6,9 p. 100) et que 
celles dépassant 200 mg ne le sont pas davantage (6,9 p. 100). 

Ce sont les espéces contenant entre 20 et 60 mg de métal par kilo- 
eramme sec qui existent dans la plus grande proportion (51,9 p. 100). 
Celles dont la teneur s’éléve de 60 & 100 mg ne sont déja plus que 
15,6 p. 100. 

Nous n’avons pas manqué de comparer les teneurs moyennes qui 
reviennent a certains groupes déterminés de plantes pour voir s’il se 
manifeste dans la répartition quantitative du manganése, parmi ces 
groupes, des relations analogues A celles rencontrées avec le bore et le 
rubidium : les Graminées et les Labiées sont encore apparues parmi 
les plantes dont les besoins en oligoéléments sont les moins élevés. Mais 
nous attendrons d’avoir augmenté le nombre d’analyses dont nous 
disposons pour formuler des conclusions plus étendues. 
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NOUVELLES RECHERCHES 
SUR LA TENEUR EN MANGANESE DES PHANEROGAMES 


par Ganrist BERTRAND et Lazare SILBERSTEIN. 


(Institut Pasteur.) 


Nous avons donné les raisons qui nous ont conduils 4 entreprendre 
le dosage du manganése dans un nombre important de plantes entiéres. 
Les premiers résultats que nous avons obtenus en opérant sur 
160 espéces de Phanérogames [41] ont justifié ces raisons et nous ont 
engagés A poursuivre l’enquéte commencée. Actuellement, nous avons 
pu récolter et préparer dans de bonnes conditions, puis analyser 
420 échantillons provenant de 389 espéces de Phanérogames. 

La différence entre le nombre des échantillons et celui des espéces 
tient, soit A ce que certaines plantes étant dioiques leur analyse a porté 
séparément sur des individus males et des individus femelles et que 
l’on a pris pour l’espéce la moyenne des résultats obtenus (cas du 
Compagnon blanc, de la Bryone, de la Mercuriale vivace et de la 
Grande Ortie), ou bien a ce que la partie aérienne de telle ou telle 
plante biannuelle étant formée des tiges de l’année portées par des 
branches de l’année précédente, on a calculé la moyenne proportionnelle 
des chiffres résultant des unes et des autres (cas de Satureia montana 
et de Epilobum rosmarinifolium). Ou bien encore, et ce cas est le plus 
fréquent, il s’agit de la moyenne des teneurs trouvées en analysant 
deux échantillons d’une méme espéce différant par l’année ou le lieu 
de la récolte. 

Cet ensemble de recherches nous permet de considérer comme trés 
voisines de la vérité, du moins pour la France et les régions limitrophes 
de l’Angleterre, de l’Italie et de la Suisse, les observations suivantes : 

Tout d’abord, le manganése est dosable dans toutes les espéces, par 
la méthode que nous avons utilisée, en opérant sur 1 g au plus de 
plante séche. 

Les teneurs en métal trouvées varient largement d’une espéce A 
Vautre : d’environ 1 cg par kilogramme sec (Orobanche, Aconit tue- 
loup, Herbe au chat, etc.) 4 plus de 500 mg et méme de 1 g. 

Si l’on inscrit ces teneurs par ordre de grandeur croissante, on peut 
reconnaitre que les plus faibles, jusqu’a 20 mg, sont peu fréquentes 
(env. 8 p. 100) et que celles dépassant 200 mg le sont encore moins 
(env. 6,5 p. 100). 

Ce sont les espéces contenant entre 20 et 50 mg de métal par kilo- 
gramme sec qui existent dans la plus grande proportion (prés de la 
moitié). Celles dont la teneur s’éléve de 50 & 100 mg ne sont déja plus 
que de 20 p. 100. Les teneurs en manganése que l’on rencontre le plus 
ee sont donc voisines de 20 (+5) mg par kilogramme de matiére 
séche. 

Si l'on considére 4 présent la teneur en manganése non plus simple- 
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ment par rapport aux espéces, quel que soit l’ordre dans lequel on 
les rencontre au fur et A mesure des récoltes ou des analyses, mais 
en faisant intervenir la place que ces espéces occupent dans une 
classification naturelle, basée sur la forme extérieure et l’anatomie des 
organes, On observe l’existence d’une certaine relation entre la teneur 
moyenne en métal et les groupes plus ou moins importants auxquels 
les plantes appartiennent. 

Nous avons trouvé pour les familles particulitgrement nombreuses 
ou intéressantes par certaines de leurs espéces, les chiffres exposés dans 
le tableau. ci-joint. 


pp RS SO 8 I I oS SSIES 


F ae MANGANESE 
NOMBRE D ESPECES DEP capece 
A & mg/kg 
analysées de matiére ~séche 
DICOTYLEDONES 
Renonculacées ........... 23 103,4 
Cruciferesy ir ole s,s ee ae 26 43,7 
Carvophy lees incisal este ie 24 410,4 
LESUMINEUISES yn. Fada Ais oats t 25 76,6 
ORE COCS Cree ata aaete as \ammey) cs <2) 15 13 130,6 
Ombelliferes =. FS fo. fe SP Be. 44 64,2 
Composées=. To Ti ae 34 62,3 
Boravineesy, dc hrs is 10 67,8 
SOlANCES wee rk ac ht oat ec a M4 65,0 
SCROMUALICOS pe: us tee) sa a 12 401,5 
WADICES Ge cee Ss fei} doer. ROWS 26 64,3 
Salsolacées <5 nce. sie ei De 44 30,2 
POL PONECES eg a dae eis ee ee eo 14 64,9 
Autres familles dicotylédones. . . . 81 409,2 
MONOCOTYLEDONES 

Gra min@eSinw.ee-< cel) a eee ta! 35 71,5 
Autres familles de monocotylédones. 36 426,5 


Il résulte de ce tableau que des familles entiéres de plantes, spécia- 
lement les Cruciféres et les Salsolacées parmi les Dicotylédones, les 
Graminées parmi les Monocotylédones, sont formées d’espéces conte- 
nant d’ordinaire des proportions de manganése trés inférieures 4 la 
moyenne de celles que l’on rencontre dans les embranchements 


auxquels elles appartiennent (1). 
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DE QUELQUES VOIES D’'INOCULATION 
DU VIRUS DU MYXOME INFECTIEUX 


par H. JACOTOT, A. VALLEE et B. VIRAT. 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie Animale.) 


On considtre que la transmission expérimentale du myxome de 
Sanarelli est facilement obtenue par toutes les voies habituellement 
employées et cela est exact en thése générale. Mais il ne faudrait pas 
en déduire que l’infection puisse étre réalisée immanquablement par 
toutes ces voies et, particulisrement, que les modes d’infection les plus 
courants soient également sirs. Nous en examinerons quelques-uns ici. 


INOCULATION SOUS-CUTANEE. — Elle offre toutes garanties ; lorsqu’une 
injection hypodermique de matériel expérimental reste inopérante on 
peut tenir pour établi que le dit matériel ne contenait pas de virus de 
Sanarelli. En effet, le lapin d’Europe est, A l’égard du myxome, d’une 
sensibilité parfaite et, d’autre part, le virus du myxome |’infecte et le 
tue a l’unité ou, pratiquement, A la dose de quelques particules. Dans 
les évaluations que l’on fait de la teneur en virus des suspensions de 
myxome, lorsqu’on emploie, par exemple, des dilutions croissant de 
10 en 10 (1/10, 1/100, 1/1 000, etc.), le dernier animal dans le sens 
de cette progression qui contracte la maladie meurt dans la méme 
forme que les précédents et le premier qui reste indemne, celui-la 
méme qui le suit immédiatement, conserve une réceptivité totale dont 
il témoigne réguliérement en succombant dans une forme elle-méme 
banale lorsque, ultérieurement, on lui inocule effectivement le virus. 

Parker est arrivé 4 la méme conclusion lorsqu’il a soumis a 1’analyse 
statistique les résultats d’inoculations intradermiques multiples a partir 
de dilutions graduées du virus [4]. 


INOCULATION PERCUTANEE. — On sait que, dans la nature, les moustiques 
sont de redoutables agents de dissémination du virus de Sanarelli ; 
c’est. ainsi que la trompe de tel Aedes qui s’est gorgé sur un lapin 
myxomateux peut rester infectante pendant plus de trois semaines pour 
les. lapins qu’il pique [2]. Expérimentalement, on transmet facilement 
la maladie par piqhre du tégument avec une fine aiguille chargée de 
virus. L’observation suivante le montre. Au cours d’une séance d’ino- 
culation, un lapin est présenté par erreur A l’opérateur ; l’aiguille de 
la seringue a tout juste effleuré de sa pointe la peau de 1’animal lors- 
qu’on s’avise de la méprise et l’injection n’est pas pratiquée. Le lapin 
contracte la myxomatose et en meurt deux et trois jours avant les 
autres. Le virus employé dans cette expérience était une suspension 
au 1/50 de membrane chorio-allantoidienne. Et cependant le procédé 
n’est pas d’une fidélité parfaite. Exemple : deux lapins, n° 57 et 58, 
sont inoculés, chacun par 5 piqdres de la peau A la face interne de 
la cuisse ; on fait usage pour cela d’une fine aiguille d’histologie 
4 pénétration limitée, que l’on charge de virus avant chaque piqure 
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en l’enfongant dans la substance d’un myxome prélevé sur un liévre 
mort de myxomatose. Le premier de ces lapins présente les premiers 
signes d’infection, 4 la face interne de la cuisse, sept jours aprés 
Vinoculation et meurt de myxomatose aprés sept jours de maladie. 
Le deuxiéme lapin reste indifférent ; réinoculé ultérieurement par voie 
hypodermique, il mourra de myxomatose dans le délai de douze jours. 
La teneur du myxome en virus (1000 unités par gramme) n’était 
probablement pas suffisante pour assurer le passage sur le lapin par 
le procédé choisi. 


INOCULATION PAR DEPOT SUR LA CONJONCTIVE. — La conjonctive ne se 
laisse pas toujours franchir par le virus de Sanarelli; 1’expérience 
suivante qui a été réalisée avec un matériel virulent exactement dosé 
le montre bien. On met en suspension la substance d’un myxome ¢t 
l’on en prépare deux dilutions, lune au 1/20, l’autre au 1/100. Deux 
lapins, n°* 888 et 889, recoivent respectivement, le premier par instil- 
lation dans les sacs conjonctivaux avec les précautions nécessaires pour 
ne pas traumatiser la muqueuse, et le deuxiéme par injection sous- 
cutanée, des quantités de chaque dilution équivalant 4 1 cm*® au 1/1 000. 
Deux autres lapins, n°* 887 et 693, recoivent respectivement par les 
mémes voies des quantités dix fois supérieures, équivalant, par consé- 
quent, 4 1 cm® au 1/100. Les lapins 889 et 693 qui ont recu le virus 
sous la peau font une myxomatose classique et meurent en treize 
jours. Les lapins 888 et 887 qui ont recu dans les sacs conjonctivaux 
les mémes quantités de virus restent indifférents ; réinoculés ultérieu- 
rement par voie hypodermique, ils mourront en dix-huit et onze jours. 


TRANSMISSION PAR CONTACT. — Elle ne se réalise pas de facon réguliére. 
Alors que dans certains cas le sujet neuf contracte la myxomatose aprés 
avoir cohabité pendant moins d’un jour avec un malade, d’autres fois, 
mis successivement et sans discontinuité en contact avec des myxo- 
mateux, il reste indemne ; si, 4 la longue, il finit par contracter la 
maladie, alors elle évolue dans des délais ordinaires, parfois courts ; 
ii en est de méme lorsque, délibérément, on lui inocule le virus. Dans 
un ensemble de 17 essais de transmission par cohabitation, essais consis- 
fant 4a réunir dans une cage exigué, et pour plusieurs jours, un lapin 
neuf et un malade, nous avons enregistré quatre échecs. 


Conciysion. — L’inoculation sous-cutanée de matériel virulent permet 
de transmettre 4 coup stir la myxomatose ; par cette voie le virus de 
Sanarelli tue le lapin neuf 4 l’unité, ou, pratiquement, 4 la dose de 
quelques particules. Il est vraisemblable que l’inoculation intrader- 
mique offre les mémes garanties. 

L’inoculation par piqdre de la peau ou par dépdét sur la conjonctive 
comporte un pourcentage d’échecs que l’expérimentateur ne saurait 
tenir pour négligeable. Il en est de méme de la transmission par 
contact. 
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MELANGES DE MYCOBACTERIES 
DANS CERTAINS PRODUITS PATHOLOGIQUES. 
INTERET DE LEUR SEPARATION 
par J. VIALLIER et A. BERTOYE. 


(Institut Bactériologique de Lyon.) 


Dans un méme produit pathologique, et bien que ceci soit une éven- 
tualité rare, deux mycobactéries peuvent coexister. Le mélange peut 
concerner deux ou plusieurs variétés d’une méme espece : Mycobacte- 
rium tuberculosis par exemple. Les exemples en sont fréquents au cours 
des traitements par les antibiotiques ot l’expectoration peut renfermer 
des bacilles de provenance différente et, de ce fait, de sensibilité aux 
antibiotiques et d’aptitude pathogéne différentes. Une autre éventualité, 
plus rare, est celle ot, dans le méme produit pathologique, coexistent 
deux mycobactéries d’espéces différentes, lune pathogéne, l’autre non 
pathogéne. Nous avons déja rapporté un cas de ce genre [4]. Un 
deuxiéme, plus récent, nous a incités 4 rédiger cette note, d’autant 
plus que D. Yegian et V. Budd [2] signalent, de leur cété, que l’appa- 
rition occasionnelle, dans les milieux de culture, de colonies de myco- 
bactéries non pathogénes, qui ne peuvent étre différenciées visuelle- 
ment de celles de bacilles virulents, est une importante cause d’erreur 
dans le diagnostic et dans les épreuves de sensibilité aux antibiotiques. 
Dans nos deux cas, il s’agissait de mucosités prélevées par tubage 
gastrique, l’un chez un enfant atteint de primo-infection tuberculeuse 
et autre chez un adulte atteint de tuberculose pulmonaire. I] n’y 
avait pas de bacilles acido-alcoolo-résistants décelables 4 1l’examen 
direct. Pour le premier, les mucosités recueillies ont été divisées en 
deux parts: l’une a été traitée selon le procédé classique, a 1l’acide 
sulfurique 4 15 p. 100, puis le culot lavé ensemencé sur milieu de 
Léwenstein et en milieu de Dubos liquide ; l’autre a été inoculée 4 un 
cobaye. Les cultures en Dubos ont donné naissance & des colonies d’un 
bacille acido-alcoolo-résistant dont la morphologie et l’aspect des 
cultures évoquaient un bacille tuberculeux. Le cobaye, sacrifié soixante- 
huit jours aprés l’inoculation, montrait 4 l’autopsie des lésions clas- 
siques de tuberculose expérimentale et la souche fut isolée 4 partir du 
caséum d’un ganglion inguinal. 

Les mucosités gastriques prélevées chez l’adulte ne renfermaient pas 
de bacille 4 Vexamen direct. Elles furent, aprés traitement, ense- 
mencées sur deux tubes de Léwenstein. L’un resta stérile, l’autre 
donna naissance 4 deux séries de quelques colonies différentes, les 
unes saillantes, les autres plates. Chacune correspondait 4 des bacilles 
acido-alcoolo-résistants qui furent isolés. 

Dans ces deux cas, les repiquages en milieu de Youmans-sérum de 
cheval avaient un aspect trés différent selon qu’il s’agissait de l’une 
ou l’autre souche et la sensibilité & lisoniazide divergeait, ce qui 
nous incita a effectuer une étude précise de quelques caractéres des 
souches isolées. Les résultats en sont résumés dans le tableau Cci-joint. 


LF 
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Malgré l’aspect tres superposable des cultures, elles correspondaient 
X deux germes aux propriétés nettement différentes. On voit, en parti- 
culier, importance de l’erreur commise dans la détermination de la 
sensibilité aux antibiotiques s’il n’avait pas été tenu compte de ce 
mélange. Yegian et Budd, auxquels ces inconvénients n'ont pas 
échappé, signalent qu’en présence de ces discordances la virulence des 
cultures suspectes peut étre rapidement déterminée par l'étude des 
modalités de la croissance dans le milieu de Tween liquide renfermant 
5 p. 100 de plasma, et par l’inoculation au cobaye dans le cas ow les 
cultures présentent en milieu liquide des formes intermédiaires en 
cordon. 

Nous restons fidéles 4 Vépreuve de la croissance en milieu de 
Youmans-sérum de cheval ot, macroscopiquement, le développement 
des mycobactéries non pathogenes est relativement homogéne avec 
nombreuses colonies petites, beaucoup plus fines que celles des myco- 
bactéries pathogénes ; microscopiquement, aprés fixation et coloration, 
les colonies apparaissent formées de bacilles disposés en amas, sans que 
l’on retrouve la disposition serpentine classique des formes virulentes. 

La sensibilité 4 l’isoniazide des mycobactéries non pathogénes a été 
étudiée par A. Lutz [3], Linz et Lecoq [4], J. Brun et J. Viallier [5]. 
Elles ne sont pas sensibles a l’isoniazide aux concentrations de 10 ou 
20 yg/em$. L’existence actuelle de souches iso-résistantes enléve de la 
valeur A cette épreuve. Néanmoins, en présence de ces deux caractéres 
réunis, nous identifions toujours de fagon plus précise la mycobactérie. 
D’autres épreuves apportent d’utiles renseignements, comme la colo- 
ration par le rouge neutre [6] ou le bleu de Nil [7]. L’inoculation au 
cobaye permettra l’isolement de la souche pathogéne du mélange. 
L’existence de souches de bacilles iso-résistantes, non ou trés peu 
pathogénes pour le cobaye; rend parfois cette séparation délicate. 
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ETUDE PAR MICROELECTROPHORESE SUR PAPIER 
DU SERUM DE V/PERA ASPIS ET VIPERA URSINI 
par J. FINE, J. GROULADE et A. EYQUEM. 


(Laboratoire d’Hématologie 
et des Groupes Sanguins de l'Institut Pasteur. 
Centre Départemental de Transfusion sanguine de Grenoble.) 


Les études que nous avons entreprises sur les hémagglutinogénes et 
les hémagglutinines du sang des reptiles, l’intérét de ces hétéro- 
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agglutinines pour lidentification des antig¢nes hétérophiles communs 
a certains vertébrés, nous ont incités 4&4 examiner les différentes frac- 
tions des protéines sériques et plasmatiques chez deux espéces de 
reptiles : Vipera aspis et Vipera ursini. 

Nous pouvions ainsi espérer isoler les fractions protéiniques conte- 
nant des anticorps intéressants, ou établir des comparaisons entre les 
différentes espéces. 

Depuis le perfectionnement des techniques de micro-électrophorése 
sur papier, en particulier en France, par Machebceuf et Rebeyrotte, il 
est facile d’appliquer cette technique da l’étude de petites quantités 
de sérum. 

Nous avons ainsi pu étudier le sérum de 11 V. aspis et de 6 V. ursini, 
et le plasma de 2 V. aspis. 


TECHNIQUE. — Les bandes de papier (Whatmann n° 1, Schleicher et 
Schull n° 2045 a) sont tendues horizontalement entre deux cuves de 
tampon au véronal (pH = 8,6). Elles sont soumises pendant treize 
heures 4 un courant continu de 160 volts (pour une longueur de 
bande de 25 cm) dont l’intensité est réglée 4 0,5 milliampére par 
bande de 4 cm de large. 

On dépose a la pipette 25 mm*® de sérum suivant un trait de 3 cm 
perpendiculaire 4 l’axe de la bande et A 7 ou 8 cm de la cuve catho- 
dique. Le protéinogramme s’étend sur 10 cm environ. 

Aprés coloration avec ]1’Amidoschwartz 10 B, la bande rendue trans- 
parente est passée dans un électrophotométre donnant, millimétre par 
millimétre, la densité optique des taches ou spots, selon la technique 
de Grassmann, Hanning et Knedel. 

La courbe ainsi obtenue est planimétrée et les différentes fractions 
sont exprimées en pourcentage. 


Résuttats. — Les protéines du sérum de V. aspis et de V. ursini 
migrent avec des vitesses différentes qui permettent d’individualiser 
6 fractions, que nous avons classées par analogie avec le protéino- 
gramme humain, en commencant par celles dont la mobilité est la 
plus rapide : 

Les albumines s’étageant en 2 fractions (albumine 1 et 2) ; 

Les globulines go, ; 

Les globulines B qui donnent le plus souvent 2 spots symétriques 
permettant de distinguer des globulines pf, et £, ; 

Les globulines y. 

La vitesse de déplacement de ces différentes fractions parait égale 
aux fractions analogues du sérum humain. 

Albumines. — Sont dédoublées en deux fractions : 

Une fraction A, plus rapide ; 

Une fraction A, se déplagant avec une vitesse identique 4 celle des 
albumines humaines. 

Globulines. — Les globulines p forment une tache dédoublée et 
symétrique dans la plupart des cas. 

Elles présentent une importance & peu pres égale 4 celle des albu- 
mines. 

Les résultats expérimentaux cxprimés en pourcentages sont trans- 
crits dans le tableau I. 
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TastEau I. — Résultats exprimés en pourcentages. 


PROTEINES| ALSUMINES GLOBULINES 
TOTALES 


Ve ASE LSS 


V. URSINI 


OF Bes Scat bt 


Les moyennes calculées accompagnées de 1l’écart moyen observé 
sont données par le tableau IJ, dans lequel nous avons inclus éga- 
lement les moyennes des différentes fractions du sérum humain. 

Des graphiques représentant une courbe d’électrophorése humaine 
(fig. 1), une courbe d’électrophorése de V. aspis et de V. ursini (fig. 2 
et 3) montrent les différences observées entre ces espéces. 


RemMarques. — L’écart moyen observé est proportionnellement plus 
élevé pour les globulines a, de Vipera aspis. Certaines fractions 
paraissent présenter des variations individuelles plus grandes que 
d’autres : par exemple, les albumines 1 et les globulines y chez les 
deux espéces, les globulines g, chez V. aspis. 
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raBteaAu Il. — Valeurs moyennes en pourcentage des différentes 
fractions protéiniques des sérums de reptiles comparées 4 celles 
des sérums humains. 


SERUM HUMAIN SERUM DE SERUM DE 
VIPERA ASPIS VIPERA URSINI 


PROTEINES 2 55,4 25) 59,1 (41,05) 
TOTALES 


ALBUMINES Aj es (Cab a), 9,9 (£2,715) 
60, 2(+3,9) 51,1 (£4,685) |) 26,8 (44,87) 


GLOBULINES 
3,3(£0,9) 
Tote 1G) i141 (25,75) 582,60 (£1507) 
i7,4 (152) 19” - (£1,668) 


$4, 15) (42 56). (dS, 0R(47,4 9 
16 ,5(£ 2,8) 15,85 (44,05) 16 | (22,55) 


L’étude électrophorétique du plasma montre une courbe similaire 
a celle du sérum, avec un clocher supplémentaire représentant le 
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fibrinogéne qui précipite au contact du papier avant d’avoir 
atteint son point d’équilibre électrophorétique (sa position normale 
en milieu liquide étant intermédiaire entre les globulines y et B)- 


alain 


Fray, 2: 


PANN 


En conclusion. — Nous avons observé dans le protéinogramme de 
V. aspis et V. ursini le dédoublement des albumines et le dédou- 
blement des globulines £. 

Les globulines y paraissent constituer la fraction subissant les plus 
erandes variations, ce qui est analogue A ce qui a déja été observé 
chez Vhomme. 


ISOLEMENT DE SALMONELLA MONTEVIDEO 
POUR LA PREMIERE FOIS AU VIET-NAM 


par J. FOURNIER, R. FAUCON, L. MIFFRED et R. SCHNEIDER. 


(Hépilal Ciais & Haiphong, Institut Pasteur de Hanoi, 
Laboratoire d’Armée de Haiphong.) 


Salmonella montevideo, appartient au groupe C, dans le tableau de 
Kauffmann-White. Sa formule antigénique est « Neng) SN Shae 
MS). 

Depuis sa découverte en 1936 par Hormaeche et Peluffo [4] en 
Uruguay, elle est assez couramment rencontrée en médecine humaine 
et vétérinaire. En Amérique du Sud, elle est un agent banal de 
diarrhées estivales infantiles (Hormaeche, Peluffo et Aleppo [2]). 
Depuis 1939, sa présence chez l’homme a été signalée en divers points 
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du globe: Etats-Unis d’Amérique, Mexique, Grande-Bretagne, Danc- 
mark, Autriche, Italie, Palestine, Corée... 

D’autre part, on l’a rencontrée chez le singe, chez le chien, chez le 
porc, chez les volailles et dans des poudres d’ceufs desséchés. 

Son isolement est généralement associé & des phémoménes morbides, 
le plus souvent 4 de la diarrhée. Dans un de leurs cas, Hormaeche et 
Peluffo (loc. cit.) l’ont cultivée a partir du pus d’un abcés du poumon 
chez un enfant. Beene, Hansen et Fulton [3] l’ont isolée du L. C.-R. 
d’un enfant atteint de méningite. 

Mais il arrive souvent aussi qu’on la rencontre chez des porteurs 
apparemment sains, étres humains ou animaux. 

Jusqu’a ce jour on n’avait pas encore eu l’occasion de 1’identifier 
au Viet-Nam. C’est pourquoi nous croyons intéressant de rapporter 
briévement le cas suivant. 

Au mois d’avril 1953, un militaire européen de 25 ans, en garnison 
4 Haiphong (Nord-Vietnam), fut atteint brusquement d’un syndrome 
dysentérique aigu avec émission de selles glairo-sanglantes, qu’un 
traitement par l’émétine et la sulfaguanidine arréta provisoirement. 

Une rechute se produisit le mois suivant, a4 l’occasion de laquelle 
on mit en évidence dans les selles Entameeba histolytica (formes végé- 
tatives). Le malade subit 4 Vhépital un traitement par la conessine 
et la terramycine, traitement qui fut bien supporté et amena dés Je 
cinquiéme jour la disparition du syndrome dysentérique et une grosse 
amélioration de 1’état général. Cependant, le 6 octobre, se manifestait 
un léger mouvement fébrile accompagné d’une diarrhée banale, a 
loccasion de laquelle nous isolames dans les selles le germe décrit 
ci-aprés. Le traitement par la terramycine (2 g par jour) qui avait été 
suspendu, fut repris. Dés le troisitme jour, tout était rentré dans 
lordre et la guérison se maintient depuis. 


DESCRIPTION DU GERME. — Bactéries Gram négatives, mobiles, M. R. 
positives, V. P. négatives ; attaquant avec production de gaz: arabi- 
nose, dulcite, maltose, mannite, rhamnose, xylose ; sans action sur . 
adonite, lactose, salicine, saccharose ; utilisant le citrate en milieu 
de Simmons ; Stern-glycérol positives ; uréase-négatives ; produisant 
de 1’7H,S et réduisant le R.N. 

Les suspensions O (chauffées) de ce germe étaient électivement 
agglutinées (« slide agglutination ») en présence d’un sérum « VI, 
VII », ce qui classait aussitét cette salmonelle dans le groupe C,. Les 
suspensions H (formolées) étaient agglutinées (tube agglutination au 
thermostat-a-eau) en présence d’un sérum anti-S. enteritidis (g, m...) 
et, 4 un moindre degré, en présence d’un sérum anti-S. oranienburg 
(m, t...). La formule présumée comportait donc les antigénes « VI, 
VII... g, m... », ensemble qui, dans 1’état actuel de nos connaissances, 
est caractéristique du type montevideo. Nous adressdmes cette souche 
au professeur Kauffmann [4] 4 Copenhague qui confirma et compléta 
notre diagnostic. Il s’agissait bien de S. montevideo « VI, VII... 
Oho Ui BEE 


S&ROLOGIE DU MALADE. — Le sérum du _ patient, prélevé vingt-sept 
jours apres la guérison ct la sortie de I’hdpital, donnait, en présence 
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de différentes suspensions de la souche isolée des selles, les réactions 
suivantes : 
Suspensions vivantes: slide agglutination positive (lente) ; 
Suspensions chauffées : tube agglutination: 0 a partir 1/20 ; 
Suspensions formolées : tube agglutination: 0 a partir 1/20. 
D’autre part, une réaction de Widal se montrait au méme moment 
positive 4 1/100 avec Eberth O et négative avec les autres antigénes, 
para C compris. 


RésuM& ET concLusrons. — Nous avons isolé S. montevideo « VI, VII... 
g, m, s... » des selles d’un malade atteint d’amibiase intestinale aigué 
a1 Haiphong (Nord Viet-Nam). I] ne semble pas que la salmonelle ait 
joué un role important dans les phénoménes morbides. C’est la pre- 
miére fois que ce type est signalé au Viet-Nam. 
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PROCEDE DE DIFFERENCIATION 
ENTRE SPHEROPHORUS NECROPHORUS (SCHMORL 1891) 
ET SPHEROPHORUS FUNDULIFORMIS (HALLE 1898) 


par H. BEERENS. 


Unstitut Pasteur de Lille.) 


Aucun critére n’a permis jusqu’a présent de différencier de facon 
indiscutable Sph. necrophorus et Sph. funduliformis, A.-R. Prévot [4, 2] 
a toujours soutenu l’individualité de ces espéces, alors que certains 
auteurs, tels Dack et coll. [3], Bergey [4], en ont défendu l’unicité. 
D’autres, les Allemands en particulier, ont plus vaguement désigné 
sous le terme « bacille de la nécrose » des souches qu’ils ne pouvaient 
identifier avec certitude. La distinction fondamentale repose sur 
Vhabitat: on reconnait une origine animale & Sph. necrophorus, 
humaine 4 Sph. funduliformis. Parmi les autres caractéres susceptibles 
de les distinguer, nous signalerons : 1° le pouvoir pathogéne pour le 
lapin, souvent plus marqué avec Sph. necrophorus qu’avec Sph. fun- 
duliformis ; 2° la sérologie : Prévot et Kirchheiner [5] signalent une 
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identité antigénique entre les deux espéces ; il semble exister, cepen- 
dant, des souches possédant des caractéres distincts. 

En labsence de caractéres nettement tranchés, l’hémagglutination 
nous a fourni la possibilité d’individualiser ces deux espéces. 


MargErieL. — 1° Souches microbiennes : 

a) Sph. necrophorus, Les souches 36, 50, 356 D, 696 D sont d’origine 
animale. 386 provient d’un abcés du foie chez un bovin ; 50 d’un cas 
de javart chez un cheval ; 356D et 696D nous ont été remis par le 
Dr A.-R. Prévot, Chef du Service des Anaérobies A l'Institut Pasteur 
de Paris, 4 qui nous adressons nos plus vifs remerciements. La pre- 
miére a été isolée chez le boeuf, la seconde chez le mouton. Ces 4 souches 
sont donc, par leur origine, considérées comme des agents de la 
nécrose animale. 

b) Sph. funduliformis. Les souches 1, 4, 5, 7, 11, 17, 21, 48, 58, 66, 
70, 77, 92, 97 sont d’origine humaine. Elles ont été isolées dans les 
cas suivants: pleurésie (5, 11, 17, 48, 77, 92), abcés du cerveau (1), 
abcés périnéphrétique (4), infection biliaire (7), septicémie (21), 
nécrose sublinguale (97), abcés d’origine non précisée (58, 66, 70). 

2° Globules rouges. Nos investigations se sont limitées aux hématies 
de poule, mouton, boeuf, cheval, lapin, cobaye, homme. 


TEcHNIQUE. — 1° Les hématies lavées sont mises en suspension dans 
l’eau salée 4 8,5 p. 1000 de maniére a reconstituer le volume de sang 
initial. 


2° Des bactéries, cultivées sous vide en bouillon VIF glucosé a 
2 p. 1000, sont centrifugées et lavées. Le culot de 10 ml de culture 
est mis en suspension dans X gouttes d’eau salée (8,5 p. 1000 de ClNa). 

3° On mélange sur une lame I goutte de suspension microbienne et 
I goutte de suspension d’hématies. On lit immédiatement. 


RésuttTats. — Ils sont consignés dans le tableau suivant : 
RR I RE I IE LEI I SE SELES 
ec amitiOR Sph. necrophorus Sph. funduliformis 
Be FeAl a6 50 |356D] 696 D] 1] 4] 41] 5 |11]17] 21} 43] 58 | 66| 70} 77] 92] 97 
Poule . 2 .J--++]/+++1+4+/4+++] 0] 0} 0) 0) 0) 0] 0; 0} 0 | 0) 0) 0) 0) 0 
Mouton . ./+++/+++] ++ |++4] 0] 0] 0] 0) 0] 0] 0; 0; O | 0} 0; OF OY O 
Beuf .. .J++4+/+4++;/ 0 /4++4] 0] 0] 0} 0/0; 0} 0] 0} O | 0} 0} 0} 0] O 
Cheval. . .J/+++ 0 Open Ome O) 2081 05) ON On kOe OS eOnie Os) 200i O50 
Lapin . . .J/+++/+++ Oe OF Onn 0) | Onl OF" 01100) 08) VO s0r Ones 0) 10 
Cobaye. . -/+++4/+4++ eS OOOO) 100 OR ONE 105/041) 05)) 0 
Homme . .|/+++/+++] ++ |4++4+] 0] 0] 0 0| 0; 0}; 0] OJ ++] 0] O}+)] 0} 0 


+++, hémagelutination immédiate en gros agglutinats; ++, hémagglutination immédiate en petits 
agglutinats; +, hémagglutination en petits agglutinats apparaissant aprés une minute d’agitation. 


——————————————————— 


Les quatre souches de Sph. necrophorus agglutinent les globules rouges 
de poule, de mouton et d’homme. Les hématies de poule et de mouton 
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fournissent les résultats les plus spécifiques. Parmi les globules des 
autres especes animales, ceux du cheval ne sont agglutinés que par 
deux souches ; ceux de lapin et de cobaye par trois. 356 D posséde un 
pouvoir agglutinant moins étendu : il intéresse seulement les hématies 
de poule, mouton et homme. 

Aucune des 14 souches de Sph. funduliformis n’agglutine les glo- 
bules d’homme, poule ou mouton. Par contre, deux souches, 58 et 77, 
agglutinent les globules d’homme et de cobaye ; 77, en outre, agit 
sur ceux de lapin. Les hémagglutinats produits par Sph. funduli- 
formis sont toujours petits et apparaissent tardivement ; ceux déter- 
minés par Sph. necrophorus sont au contraire volumineux et immédiats. 


Conctusions. — Il semble possible de différencier Sph. necrophorus 
de Sph. funduliformis par Vhémagglutination. Le premier agglutine 
rapidement et en volumineux amas les globules rouges de poule et 
de mouton. Le second est incapable de le faire. Ces conclusions ne 
seront définitives, cependant, que si le nombre des souches étudiées 
peut ¢tre plus important. 
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HAUTES PRESSIONS ET ENZYMES MICROBIENS 
par Paurzirs VIGNAIS et Prerre VIGNAIS. 


(Institut Pasteur. Service de Chimie Biologique.) 


L’influence des hautes pressions hydrostatiques sur les réactions 
enzymatiques in vitro a suscité de nombreuses recherches. Mais leur 
action sur les enzymes a l’intérieur des cellules vivantes elles-mémes 
mérite une attention particuliére. Signalons que Johnson et Eyring [4] 
ont étudié la variation du pouvoir luminescent chez des bactéries 
Jumineuses qui étaient soumises 4 de faibles pressions de l’ordre de 
200 4 600 kg/cm?. 

Nous essayons actuellement d’analyser de facon systématique le pou- 
voir d’inactivation des hautes pressions sur différents enzymes d’une 
bactérie : Escherichia coli, souche Monod [2]. 

Les bactéries lavées, A « 1’état non proliférant », sont soumises 
pendant un temps trés court: cing minutes, A des pressions hydro- 
statiques dont la valeur s’échelonne entre 1500 et 4000 kg/cm2. Puis 
oa sont mises au contact d’un substrat. Les substrats choisis ont 

Un monoacide : l’acide pyruvique. 
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Des diacides: acide fumarique, succinique, oxalacétique, «-céto- 
glutarique. 
Un triacide : l’acide citrique. 


PROTOCOLE EXPERIMENTAL. — Les bactéries qui servent A la recherche 
du « pouvoir oxydasique » sont obtenues aprés deux subcultures suc- 
cessives sur le milieu nutritif suivant : 


BeptonesVaillllamtingeess=i— nek, ae fleemereisis enc eee 10 g 
Phosphate dipoOtassiques <1 ae vans eke se eee reas 52 
Mxtrattede levuUrew springer nays ose ne Gs aie 6 on cate 100 ml 
LT) oe ere a ra aaa, sok Ps tp ak ree Q.S. fl 


Le pH est ajusté a 7. 


La derniére culture est agitée pendant cing heures sur une machine 
a secousses. La suspension est alors centrifugée, puis lavée deux fois 
2 Veau_ bidistillée. 
On recherche la valeur du « pouvoir oxydasique » sur les bactéries 
« non proliférantes » témoins ou qui ont été soumises aux hautes 
pressions. La consommation d’oxygéne est mesurée a l’appareil de 
Warburg. Les solutions des différents substrats sont préparées extem- 
poranément (les substrats, sous leur forme acide, sont neutralisés 
d pH 7). 
Chaque fiole de |’appareil contient : 
— dans la cupule: 
Suspension microbienne (poids sec 10 mg)... ...... 1 ml 
Eampons phosphate. M/i1Side-pH 7,2\. =. (2 3.4 we 0,1 ml 
— dans le diverticule latéral : 0,2 ml de solution M/20 de substrat 
(soit 10 micromoles) ; 
— dans le godet central : 0,2 ml de lessive de potasse 4 20 p. 100. 
Des fioles sans substrat servent & la mesure de la respiration endo- 
gene. La valeur de la consommation d’oxygéne pour un substrat donné 
est obtenue aprés déduction de la respiration endogéne. 


Résutrats. — Nous avons déterminé les pressions qui inactivent suf- 
fisamment un enzyme pour que celui-ci ne présente plus qu’une acti- 
vité infime: inhibition supérieure 4 90 p. 100 aprés un contact de 
cent minutes 4 37°C avec 10 micromoles de substrat (1). 


TEMOINS 

PRESSIONS j 

SUBSTRAT (ke/em?) : “eat O, (mm) 
is) (100 min.) 


Pyruvate 200 253 
Oxalacétate. 200 j 380 
Fumarate 800 1 449, 
Succinate cae 600 600 
Citrate 400 135 
a-cétoglutarate 100 426 


(1) Dans le cas du citrate nous avons utilisé 20 micromoles ; L. coli 
Monod, dans nos conditions expérimentales, métabolise faiblement ce 


substrat. 
Annales de UInstituc Pasteur, t. 86, n° 3, 1954. 26 
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Soumises A des pressions inférieures aux pressions d’inactivation 
limites, les bactéries sont capables d’oxyder le substrat de fagon par- 
tielle avec une vitesse plus faible que les bactéries témoins. 

Dans les cas envisagés, les enzymes oxydatifs des acides mono-, di- et 
tricarboxyliques sont inactivés par des pressions de valeurs bien diffé- 
rentes. Il s’agit 14 évidemment d’un effet global concernant le 
métabolisme total du substrat envisagé. Il serait peut-étre possible 
d’inhiber par des pressions convenables les enzymes correspondant aux 
différents échelons du métabolisme d’un méme substrat. Cependant, 
avec les données obtenues, on peut déja apprécier la sensibilité des 
différents systemes oxydasiques. On voit, par exemple, qu’une pres- 
sion peut entrainer, pour un systéme donné, une inhibition totale ou 
subtotale, mais laisser A d'autres systémes une activité encore appré- 
ciable ; par exemple, une suspension d’E. coli qui a été comprimée 
4’ 2200 kg/cm? n’oxyde pratiquement plus le pyruvate ou 1’oxalacé- 
tate, mais est encore capable de métaboliser le succinate, le fumarate, 
l’g-cétoglutarate ou le citrate. 

Il est donc possible, grace 4 un agent physique, les hautes pressions, 
de dissocier l’activité de différents syst®mes enzymatiques chez une 
bactérie : Escherichia coli. 


BIBLIOGRAPHIE 


(4] F. Jonson, H. Eyrinc, R. Stresray, H. Cuaprin, C. Huser et C. GHERARDI. 
J. gen, Phys., 1945, 28, 463. 
[2] P. Vicnars et P. Vicnars. Experientia (sous presse). 


Nous tenons & remercier J. Basset, qui a mis ses presses 4 notre 
disposition, et G. Lepesqueur qui réalisa les nombreuses mises en 
pression. 


Les communications suivantes parailront en Mémoire dans lfes 
Annales de l'Institut Pasteur : 


Mécanisme de formation des formes filtrables et invisibles, 
par P. Haupuroy. 


Contribution a l’étude du métabolisme du bacille de Whit- 
more, par L. Cuampon et P. pe Lasunie. 


Pouvoir neutralisant des sérums étalons anti-cedematiens, 
anti-septicum et anti-histolyticum, par M's’ M. Gumiaumr, 
A. Kreeurr, M. Grorrroy et G. READE. 


Sporotrichose expérimentale du hamster. Observation de 


formes astéroides de Sporotrichum schenki, par F. Maruar et 
E. Drover. 
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L’action de Bacillus cereus var. alesti Toum. et Vago sur les 
chenilles de Galleria mellonella L. et Hyponomeuta cogna- 
tella Hb, par C. Toumanorr. 


Mise en évidence du pouvoir hémagglutinant du virus chorio- 
trope, par P. Lépine et R. pe Ruycx. 


LIVRES REGUS 


Adoption et sanlé mentale. Rapport final d’une réunion miate ONU/ 
OMS d’experts des problémes de santé mentale se ratlachant a 
Vadoption. Organisation mondiale de la Santé : Série de Rapports 
kechinugques, 7095 70,-20' p. Prix = Br. fr. 50. Fr. s. 0,605 IShe3. dy; 
Dollars 0,15. Dépositaire pour la France : Masson et C*, 120, bou- 
levard Saint-Germain, Paris. 


Ce rapport vise & améliorer les conditions actuelles d’adoption, 
notamment dans les pays occidentaux, en mettant en relief les prin- 
cipes de santé mentale qu’il est indispensable d’observer pour que 
Vadoption donne de bons résultats. 

Les experts déclarent que la principale raison de l’adoption est 
« d’assurer le bonheur de l’enfant », le fait de donner satisfaction aux 
ménages sans enfants n’étant qu’une considération secondaire. L’adop- 
tion doit donc étre préparée de facon a établir une situation qui facilite 
le sain développement de ]’enfant en lui assurant des soins parentaux 
suivis et Ja sécurité d’un cadre familial. 

Tout au long de ce rapport, les experts insistent également sur les 
qualités de compréhension que doit posséder le personnel chargé des 
démarches trés compliquées de l’adoption pour étre capable de se 
rendre compte de ce que ces démarches signifient pour les intéressés, 
et spécialement pour l’enfant adpoté. 

Hels 


Lépre. Premier rapport du Comité d’experls de la lépre (OMS). Orga- 
nisation mondiale de la Sanlé : Série de Rapports techniques, 
no 71, 31 p. Prix = Fr. fr. 65 > Fr. s.0;80 ; 1 Sh. 6:d.; Dollars 0;20: 
Dépositaire pour la France : Masson et C'*, 120, boulevard Saint- 
Germain, Paris. 


Le Comité étudie particuliérement les inconvénients de ]’isolement 
obligatoire. Les malades craignent, en effet, de briser la cohésion de leur 
tamille et de laisser sans ressources les personnes qui sont a leur 
charge ; ils craignent encore plus d’étre maintenus indéfiniment dans 
une léproserie ; aussi ont-ils tendance a dissimuler Jeur maladie 4 un 
moment ot le traitement serait particuli¢rement efficace et alors qu’ils 
constituent un danger pour leur entourage. Pour toutes ces raisons et 
a cause de la contagiosité relativement faible de plusieurs formes de 
cette maladie, il y aurait lieu de réexaminer les pratiques actuellement 
suivies A l’égard de l’isolement obligatoire. 
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Quant au traitement de la lépre, le rapport souligne que les sulfones 
se sont révélées supérieures & tout autre médicament. Du fait que ce 
médicament est efficace aussi bien par voie buccale que par injection, 
son emploi est indiqué pour le traitement post-thérapeutique et d’autres 
formes de traitement ambulatoire. Le comité a aussi examiné la valeur 
thérapeutique des thiosemicarbazones et d’autres agents thérapeutiques, 
tels que la streptomycine. Le rapport contient, en outre, des sections 
sur l’épidémiologie, l'immunologie, et la classification de . pets: 


Peste. Deuxiéme rapport du Comité d’experts de la peste (OMS). Orga- 
nisation mondiale de la Santé: Série de Rapports techniques, 
n° 74, 14 p. Prix: Fr. fr. 30; Fr. s. 0,40; 9 d.; Dollars 0,10. 
Dépositaire pour la France : Masson et C’*, 120, boulevard Saint- 
Germain, Paris. 


Les récentes acquisitions de la science ont décuplé les possibilités de 
lutte contre la peste. Les sulfamides, les antibiotiques, de nouveaux 
rodenticides, des pullicides plus efficaces ont permis de rapides progrés 
dans le traitement et la prophylaxie de la maladie, la protection des 
contacts, ]l’extermination des rongeurs et la destruction des puces. Le 
rapport sur la deuxiéme session du Comité d’experts de la peste de 
V’OMS donne sous une forme succincte les résultats d’expériences faites 
au cours des derniéres années dans la lutte contre la peste, qui, dans 
certaines régions, a diminué de facon impressionnante. I] rend compte 
en outre de quelques enquétes sur le réle des rongeurs sauvages dans 
la transmission du fléau, énumére les procédés permettant de distinguer 
ie bacille pseudo-tuberculeux et décrit les méthodes fondamentales 
utilisées au laboratoire pour le diagnostic de la maladie. 

Hie 


Répertoire mondial des écoles de médecine. Organisation mondiale de 
la Santé (1953). 1 vol., 220 pages (relié toile). Prix : F. fr. 1 200: 
Fr. s. 15; Sh. 25; Dollars 4,00. Edition bilingue, francais et 
anglais. Dépositaire pour la France : Masson et Ci, 120, boulevard 
Saint-Germain, Paris. 


Ce volume a pour but de rendre aisément accessible tout un ensemble 
dinformations sur les établissements d’enseignement médical du 
monde entier. 

Plus d’un demi millier d’établissements sont mentionnés dans le 
répertoire. Outre le nom et le lieu, on a donné, dans la mesure du 
possible, les renseignements suivants : date de la fondation ; nature de 
Vadministration ; durée de l’année universitaire ; conditions d’admis- 
sion ; personnel enseignant a plein temps et A temps partiel ; nombre 
total d’étudiants de chaque sexe ; nombre d’étudiants nouveaux admis 
chaque année ; langue d’enseignement ; durée des études nécessaires 
4 Vobtention du diplome ; diplémes délivrés : nombre annuel de 
diplémés, droits d’inscription annuels, 


al 
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T. J. Mackie et J. E. McCartney. — Handbook of practical Bacteriology. 
A guide to bacteriological laboratory work. 9° édition. 1 vol., 
677 pages. E. et S. Livingstone, édit., Edinbourg et Londres. 
Prix : 25 shillings. 


Cette 9° édition a été révisée en tenant compte des progrés récents 
de la bactériologie, mais le plan général des éditions précédentes a été 
conservé. L’ouvrage comprend, aprés une Introduction, une premiére 
partie, consacrée aux techniques bactériologiques, dans laquelle on a 
inclus Jes méthodes les plus modernes ; puis une seconde partie, qui 
étudie les différents groupes d’organismes pathogénes ou commensaux, 
ainsi que leur diagnostic bactériologique : bactéries diverses, virus, 
rickettsies, champignons pathogénes, trypanosomes, leishmania, toxo- 
plasmes. Un index alphabétique trés complet permet de retrouver 
rapidement le sujet cherché. 

15 ie! 


G. Hanfield. — Recent advances in Pathology, 6° édition. 1 vol., 374 p. 
I. et A. Churchill, édit., Londres, 1953. Prix : 30 shillings. 


Cette derniére édition des « Recent advances in Pathology », est une 
mise au point des connaissances actuelles en médecine sur les sujets 
suivants : 1° l’inflammation, 2° l’allergie, 3° le systéme réticulo-endo- 
thélial et sa physiologie, 4° les réticuloses ct les réticulo-sarcomes, 
5° le cancer: la carcinogénése expérimentale, 1’étiologie (hypothése 
d’un virus), les facteurs sociaux et héréditaires, les facteurs hormonaux 
(une mention spéciale pour les travaux de Greenstein concernant les 
enzymes des tissus cancéreux), 6° les syndromes cardio-vasculaires, 
7° les maladies pulmonaires avec une étude particuliére des pneumo- 
conioses, 8° le foie : étude expérimentale des cirrhoses et des hépatites, 
9° la fonction rénale, 10° les glandes endocrines. 

Nous recommandons~particuliérement aux biologistes les chapitres 
consacrés 4 JVinflammation et a lallergie, excellents résumés des 
connaissances actuelles sur ces questions. Le texte est toujours trés 
clair, l’iconographie excellente, la bibliographie suffisante. 

Jane 


C. Albahary. — Maladies médicamenteuses d’ordre thérapeutique cl 
accidentel. 1 vol., 752 p., 55 fig., Masson et C!, édit., 1953. Prix : 
broché, 4 400 fr. ; cartonné toile, 5 000 fr. 


Cet important volume fait une élude trés compléte de tous les acci- 
dents que les divers médicaments sont susceptibles d’engendrer. Les 
drogues modernes sont de plus en plus actives et souvent, par 1a 
méme, de plus en plus dangereuses. Les risques sont nombreux : 
intoxication véritable, surdosage, réactions de l’organisme ou d’un 
tissu sensibilisé, intolérance, etc. L’auteur passe en revue les substances 
les plus diverses, depuis les substances de synthése jusqu’aux sérums 
thérapentiques, en passant par les extraits végétaux, les antibiotiques 
et les hormones. Pour chacun des neuf chapitres de l’ouvrage sont 
envisagés successivement, aprés quelques généralités : les propriétés 
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physiques et chimiques des corps étudiés, le métabolisme, la clinique, 
le diagnostic, les indications préventives ou curatives. L’auteur souligne 
bien qu’il n’a nullement eu l’intention de mettre en doute la valeur 
des acquisitions modernes de la thérapeutique, mais seulement d’attirer 
Vattention sur la nécessité de prescriptions prudentes, que la connais- 
sance exacte des risques courus permettra aux médecins de réaliser. 
Hey 


C. Lerche. — Electrophoresis of Micrococcus pyogenes aureus. 1 vol., 
194 p., R. Andvord, édit., Oslo, 1953. 


La premiére partie de ce travail est constituée par une importante 
revue de la littérature sur la question. La seconde est le résultat des 
expériences de l’auteur, qui s’est proposé d’étudier les variations de 
la sensibilité de M. pyogenes aureus d l’électrophorése quand les condi- 
tions de sa multiplication sont modifiées de différentes facons. De 
l'ensemble des résultats obtenus, on peut conclure que la réaction des 
lipides de la surface de M. aureus varie d’une facon considérable sui- 
vant les conditions physiques ou chimiques dans lesquelles s’opére la 
croissance du microorganisme. Ceci prouve les relations qui doivent 
exister entre la constitution de la surface cellulaire et les facteurs du 
milieu extérieur et permet certaines déductions en ce qui concerne les 
rapports entre divers aspects du métabolisme et les propriétés de 
surface. 


Eiseel. 


Immunochemistry. 1 vol., 94 p., Cambridge University Press, édit., 
1953. Prix: 12-sh. 6 d- 


Il s’agit des communications présentées au X® Symposium de la 
Biochemical Society, qui s’est tenu & Londres le 15 novembre 1952. 
Le volume comprend les articules suivants, chacun d’eux accompagné 
de sa bibliographie : Les réactions d’immunité et leurs rapports avec 
la structure des protéines, par J. R. Marrack ; L’interaction antigéne- 
anticorps dans le cas de l’emploi d’enzymes comme antigénes, par 
B. Cinader ; Les réactions des toxines avec les antitoxines, par W. E. 
van Heyningen ; L’emploi des isotopes en immunologie, par G. EF. 
Francis; Antigénes et anticorps dans Il hypersensibilisation, par 
P. G. H. Gell ; Le réle des glucides en immunochimie, par M. Stacey ; 
Les rapports du complément avec l’azote fixé par les précipités anti- 
géne-anticorps, par R. G. §S. Johns. 


Hse’ 


A. Sorsby. — The causes of blindness in England, 1948-1950. 1 vol., 


41 p. H. M. S. Stationery Office, édit., Londres, 1953. Prix : 
2 shillings. 


Cette étude envisage deux catégories de cécité : cécité due A Ja méme 
cause pour les deux yeux, cécité due 4 une cause différente pour chacun 
des deux yeux, le premier groupe comprenant 92,3 p. 100 du nombre 
total des aveugles. Ceux-ci étaient en 1948, en Angleterre, au nombre 
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de 77 390, ce qui représentait une légére augmentation par rapport 
a 1938 (71875). Depuis 1948, cette augmentation s’est accentuée. Elle 
est due, pour la plus grande part, a l’accroissement de la population 
et a la longévité plus grande. Cependant on remarque également une 
légére augmentation du nombre des aveugles chez les enfants, bien 
que, chez ceux-ci, les deux principales causes qui jouaient jusqu’ici, 
la syphilis congénitale et l’ophtalmie des nouveau-nés, ne représentent 
plus que 1 p. 100 des cas ; mais ce sont toujours des affections héré- 
ditaires ou congénitales qui sont surtout responsables de la cécité chez 
les enfants. Chez les sujets Agés, la cécité est due principalement A la 
cataracte et au glaucome ; mais il y a lieu de remarquer que 80 p. 100 
des individus atteints de cataracte faisant l’objet de la présente étude. 
n’avaient pas été opérés. On peut donc espérer qu’avec de meilleures 
méthodes diagnostiques et chirurgicales on arrivera A réduire le 
nombre des aveugles. 
al, Mle 


C. H. Gray. — Clinical chemical pathology. 1 vol., 138 p., 15 fig., 
E. Arnold, édit., Londres, 1953. Prix: 10 sh. 6 d. 


Ce petit livre reproduit une série de conférences faites par l’auteur 
devant les étudiants en médecine de King’s College, et passe successi- 
vement en revue la fonction rénale, l’équilibre acide-base, 1’cedéme et 
ses causes, la fonction hépatique et les tests d’exploration fonctionnelle 
du foie, la glycémie et le diabéte, la pathologie du tube digestif et les 
épreuves biochimiques dans les maladies endocrines. Dans un appen- 
dice sont décrites quelques-unes des principales réactions courantes 
4 opérer sur Vurine, le sang, les selles, etc. Ce volume sera utile, non 
seulement aux étudiants, mais aussi, comme le souhaite son auteur, 
aux praticiens et aux travailleurs de laboratoire, et méme a tous ceux 
qui, sans étre médecins, chercheront des renseignements concis sur 
une question précise. 

Hoe: 


Adaptation in micro-organisms. 1 vol., 339 \p., Cambridge University 
Press, 1953. Prix : 30 shillings. 


Communications présentées au III? Symposium de la Society for 
General Microbiology, qui s’est tenu 4 Londres en avril 1953. Il s’agit 
de quinze notes rédigées par les principaux spécialistes de la question. 
Le sujet est envisagé sous tous ses aspects : ]1’évolution chez les micro- 
organismes, le réle des enzymes dans l’adaptation, l’apparition de la 
résistance aux médicaments, les variations et l’adaptation chez les 
bactériophages, les paramécies et les champignons. Chaque article est 
accompagné des discussions, souvent fort étenducs, qui l’ont suivi, 
ainsi que de sa hbibliographie. L’ensemble du volume constitue ‘ne 
mise au point des toutes derniéres acquisitions sur la question de 
l’adaptation des microorganismes, et il sera utile & la fois aux bacté- 
riologistes, aux biochimisles, aux génélticiens et da tous ceux qui 
s’intéressent 2 I’évolution des organismes vivants. 

He. 
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J. Foucher et F. Billet. — Dictionnaire de Chimie trilingue, frangais- 
allemand-anglais. 1 vol., 449 p., éditions de la Wervereis, Baden- 
Baden, 1953. Prix de vente dans les librairies en France : 4 500 fr. 


Ce dictionnaire a été rédigé par deux Francais, un Polytechnicien et 
un Centralien, et présente les principaux termes chimiques succes- 
sivement dans chacune des trois langues : frangais, allemand, anglais. 
On se trouve ainsi en possession d’un triple dictionnaire, qui permet 
de trouver l’équivalent, dans chacune des deux autres langues, dun 
terme donné dans l’une d’entre elles. Lorsqu’un mot comporte des 
synonymes, ils sont également indiqués et les formules chimiques 
développées sont placées & cété de chacune des substances auxquelles 
elles correspondent, ce qui évite tout ambiguité dans la nomenclature. 
Enfin, non seulement les auteurs ont réuni tous les mots relatifs 4 la 
chimie et & ses applications, mais ils ont donné, pour un grand nombre 
de termes d’emploi courant, une définition qui en précise le sens. 
Le volume est complété par un appendice, qui comprend un tableau 
de conversion des degrés Farenheit en centigrades, une liste des poids 
atomiques des différents corps, une table d’équivalence des poids et 
mesures anglais et du systeme métrique et enfin un tableau de la 
classification périodique des éléments de Mendéléeff. Ce dictionnaire 
est appelé 4 rendre les plus grands services 4 tous ceux qui, sans étre 
des spécialistes, auront A connaitre des ouvrages de chimie, en leur 
permettant de s’y orienter avec une plus grande facilité. 

Hegae 


Fritz Heepe. — Die wunspezifischen Bluteiweissreaklionen. Kolloid- 
Labilitdétsreaktionen im Serum und Plasma als Hilfsmittel zur 
Krankheitserkennung. 1 vol., XVII + 242 p, 13 tableaux. Dietrich 
Steinkopff, Darmstadt, édit., 1953. Prix broché: 30 RM. 


Cet ouvrage constitue un inventaire trés complet des nombreuses 
réactions non spécifiques qui permettent 1l’étude des protéines san- 
guines. Ces réactions sont groupées d’aprés leur communauté de carac- 
teres et l’auteur passe en revue leur mécanisme d’action, les possi- 
hilités et les limites de leur utilisation. Une abondante bibliographic 
contenant 4500 références ajoute encore 4 l’intérét que cet ouvrage 
aura pour les biochimistes, les sérologistes et les cliniciens. Le cher- 
cheur y trouvera réunies toutes les techniques d’étude des colloides 
utilisées en Europe et en Amérique. 
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Le Gérant : G. Masson. 
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